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Retrovirus du type HIV-2 susceptible de provoauer le SIDA, 
et ges constituants antiaeniaues et nucleiaues. 

L' invention est relative i une nouvelle classe de 
g virus, ayant la capacity de provoquer des lymphadenopa- 
thies susceptibles d'etre relay^es ensuite par le syndrome 
d'immuno-d^ficence acquise (SIDA) chez I'homme. L' inven- 
tion concerne Sgalement des antigSnes susceptibles d'etre 
reconnus par des anticorps induits chez I'honune par cette 
nouvelle classe de virus. Elle concerne egalement les an- 
ticorps induits par des antigdnes obtenus k partir de ces 
virus . 

Cette invention concerne, en outre, des sequences 
d'ADN clone soit presentant une analogie de sequence, soit 

^2 une complementarity avec I'ARN g6nomique du virus prfecite, 
Elle concerne aussi des precedes de preparation de ces 
sequences d'ADN clone. 

L* invention est Sgalement relative & des polypep- 
tides contenant des sequences d'amino-acides cod4es par 

2Q les sequences d'ADN clonS. 

De plus, 1' invention concerne des applications de 
ces antiques au diagnostic in vitro chez I'homme de po- 
tentialit6s de certaines formes du SIDA et, en ce qui con- 
cerne certains d'entre eux, k la production de composi- 

25 tions immunogdnes et de compositions vaccinantes contre ce 
retrovirus. De m&me 1' invention concerne les applications 
aux mSmes fins des susdits anticorps et, pour certains 
d'entre eux, leur application k la production de principes 
actifs de medicaments contre ces SIDAS humains. 

30 L' invention concerne enfin 1' application des se- 

quences d'ADN clone et de polypeptides obtenus k partir de 
ces sequences comme sondes dans des kits de diagnostic. 

L'isolement et la caracterisation d'un premier 
retrovirus, denomme LAV, dont avait et6 reconnue la 

35 responsabilite dans le d6veloppement du SIDA, a fait 
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1' Ob jet d'une description dans un article de F. BARRE- 
SINOUSSI et al d^s 1983 (Science, vol. 220, n' 45-99, 20, 
p, 668-871. L'application au diagnostic de la presence 
d'anticorps contre le virus de certains extraits de ce^ 
dernier, et plus particulierement de certaines de ses 
prot^ines , a €t€ plus spScialement d^crite dans la denande 
de brevet europeen n* 138.667. Depuis, d'autres souches 
similaires et des variants du LAV ont ete isol6s. On 
rappellera pour mSmoire ceux connus sous les designations 
HTLV-Iir et ARV, 

En application des nouvelles regies de nomencla- 
ture publiees dans Nature, en mai 1986, les retrovirus 
susceptibles d'induire chez I'homme les susdites lympha- 
denopaties et le SIDA, seront dSsign^s globalement par 
"HIV", abrSviation de 1' expression anglaise "Human im- 
munodeficiency Virus" (ou virus d * immunodSf icience humai- 
ne). Le sous-ensemble des retrovirus formes par LAV et de 
ces variants a initialement ete designe par les expres- 
sions "LAV type I" ou "LAV-I". Le mSme sous-ensemble sera 
designe ci-apres par la designation HIV-1, etant entendu 
que 1' expression LAV sera encore conservee pour designer 
celle parmi les souches de retrovirus (notamment LAAV, 
lDAV-1 et IDAV-2) appartenant i la classe des virus HIV-1 
^decrite dans la susdite demande de brevet europeen 



35 



138.667, qui a ete utilisee dans les essais~comparatifs 
decrits plus loin, & savoir LAV^^^, qui a ete deposee & la 
Collection des Cultures Nationales de Microorganismes 
(CNCM) de l*Institut Pasteur de Paris, France, le 15 
Juillet 1983, sous le n* 1-232. 

Le nouveau retrovisnis faisant I'objet du present 
brevet et les souches de virus qui en sont proches et qui, 
comme lui sont susceptibles de se multiplier dems des 
lymphocytes humains, anterieurement appeiees 'LAV type II" 
ou "LAV II" sont desormais appeiees "HIV-2", etant entendu 
que 1 s designations de certains isolats d HIV-2 decrits 
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plus loin seront suivies des trois lettres faisant 
r6f6rence aux malades a partir desquels ils ont 6t' iso- 
Ids. 

On peut dSfinir 1' ensemble "HIV-2" comme un en- 
semble de virus ayant in vitro un tropisme pour des lym- 
phocytes T4 humains, et qui ont un effet cytopathogene 4 
I'^gard de ces lymphocytes, lorsgu'ils s'y multiplient, 
pour alors causer soit des poly-adenopathies genSralisees 
et persistantes, soit tm SIDA, Les retrovirus HIV-2 se 
sont r6v616s distincts des virus de type HIV-1 dans les 
conditions 6voqu6es plus loin. Comme ces derniers, ils 
sont distincts des autres retrovirus humains d6j4 connus 
(HTLV-I et HTLV-II). 

Bien qu'il y ait une assez grande variability g6- 
netique du virus, les diff6rentes souches HIV-1 isolSes 4 
ce jour, 4 partir des malades amSricains, europSens, ha£- 
tiens et africains ont en commun des sites antig^niques 
conserves sur leurs principales proteines : protSine du 
noyau (core) p25 et glycoprot6ine d'enveloppe gpllO et 
prot6ine transmembranaire gp41-43. Cette parents permet 
par exemple 4 la souche prototype LAV d'&tre utilisSe 
comme souche d'antigdnes pour la detection d'anticorps 
centre tous les virus de la classe HIV-1, chez toutes les 
personnes qui les portent, quelle que soit leur origine. 
Cette souche est done utilisSe actuellement pour la 
detection d'anticorps anti-HIV-1 chez les donneurs de sang 
et les malades par les techniques d' immunofluorescence, 
notamment par les techniques dites ELISA, "Western Blot" 
(ou immuno-empreintes) et "RIPA" abrSviation anglaise de 
"Radio Immunoprecipitation Assay" (test de radio- immuno- 
precipitation) . 

Cependant dans une etude serologique effectuee 
avec un lysat de HIV-1 sur des malades originaires de 
I'Afrique de 1' Guest, il a ete observe que certains 
d'entre eux donnaient des reactions s6ro-negatives ou trds 
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faiblement positives, alors qu'ils presentaient 1 s signes 
cliniques el: imxnunologiques du SIDA. 

C ' est d partir des lymphocytes mis en culture de 
I'un de ces malades, que I'on a isole un premier rStro- 
5 virus HIV-2, dont la structure en microscopie 61ectronique 
et le profil des protSines en gel d ' Slectrophordse SDS ont 
une similitude avec ceux de HlV-1. Mais ce nouveau retro- 
virus HIV-2 ne pr^sente globalement qu'une faible parents 
avec HIV-1, tant du point de vue de I'homologie antigeni- 
que de ses protSines que de I'homologie de son materiel 
gen^tique . 

Ce nouveau retrovirus ou des retrovirus ayant des 
propri^tSs antigSniques et immunologiques Squivalentes, 
peuvent done constituer des sources d'antigdnes pour le 
diagnostic de 1* infection par ce virus et des variants qui 
induisent un SIDA, du type de celui que l*on avait observe 
pour les premieres £ois ches des malades africains ou des 
personnes ayant sejournS en Afrique. 

Le premier isolement de ce virus a Ste rSalisS d 
20 partir du sang, pr^lev^ sous heparine, d'un malade de 28 
ansr heterosexuel, qui n* avait jamais Ste transfuse et qui 
n'Stait pas toxicomane. II prdsentait depuis 1963 une 
importante diarrhSe chronique, un amaigrissement important 

(-1-7 kg) avec-de_la-fievre-par_intermittence.— Elus-recem^ 

25 ment il avait presents des infections & Candida et 
Serratia, dont une candidose oesophagienner typique du 
SIDA. 

Ce patient presentait Sgalement une anemie, une 
anergie cutanSer une lymphopSnie, un rapport lymphocytes 
3Q T4/ lymphocytes T8 de 0,15, avec un taux en lymphocytes T4 
in£6rieur k 100 par mrn^ de s^rum. Ses lymphocytes en 
^ cultxire ne r^pondaient pas k la stimulation par la phyto- 
hSmoglutinine et la concanavaline A. On a egalement 
diagnostiquS ch z ce malade d s bact§ri&riies rScurrentes 
35 dues A enteriditig , des crypt sporidioses, des 
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infections dues k Isospora belli et des toxoplasmoses 
c§rSbrales . 

L' ensemble de ces signes tSmoignait des sympt&mes 
"complexes li6s au SIOA" ou "ARC" (abreviation anglaise de 
"AIDS Related Complex"), du type de ceux causes par le vi- 
rus HIV-1. Ces differentes observations etaient Sgalement 
conformes aux critdres apliqu^s par le Centre de Contrble 
des Maladies (Center of Disease Control ou CDC) d' Atlanta, 
Etats-Unis . 

La mise en culture des lymphocytes de ces malades 

et I'isoiement du retrovirus ont 6tS effectuSs selon la 

technique dejd dScrite pour I'isoiement du HIV-1 (1) dans 

1' article de BARRE-SINOUSSI et Coll. et la demande de 

brevet europ^en n* 84 401834/0 138 667. On les rappelle 

bridvement ci-apres. Des lymphocytes stimules pendant 3 

jours par de la phytohSmagglutinine (FHA) ont Ste cultlv^s 

en milieu de culture RPM1 -16-40 additionnS de 10 \ de 

- 5 

s^riim de veau foetal et de 10 M p-mercapto6thanol , 
d ' inter leulcine-2 et de serum anti-inter f^ron a humain. 

La production de virus a 6t6 suivie par son acti- 
vite transcriptase inverse. Dans le surnageant de culture, 
le pic d' activity virale est apparu entre le 14dme et le 
22dme jour, puis a diminu6. Le d^clin et la mort de la 
culture cellulaire ont suivi. Comme avec le HIV-1, des 
coupes de lymphocytes infectSs par HIV-2 revdlent en 
microscopie Slectronique des virions parvenus maturite 
et des particules virales bourgeonnant 4 la surface des 
cellules infectSes. Les lignSes cellulaires utilis^es pour 
r^aliser les * cultures de ces virus isol§s peuvent ^re 
selon les cas, les lignSes cellulaires du type HUT, CEM, 
HOLT ou de toute lignSe lymphocytaire immortalisSe portant 
dds rScepteurs T4. 

Le virus a ensuite propagS sur des cultures de 
lymphocytes de donneurs de sang, puis sur des lignSes con- 
tinues d'origine leucSmique, telles que HUT 78. II a &t6 
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caract(§ris6 comme 6tant sensiblement distinct du HIV-I par 
ses antigSnes et son acide nuclfiique. Le virus a 6t6 pu- 
rifie comme d6crit dans les documents anterieurs d6j4 men- 
tionn^s. On premier isolat de ce virus a ^te d6pos6 a la 
C.N. CM. le 19 d^cembre 1985, sous le n* 1-502. II a 
designe posterieurement sous le nom LAV-II MIR. Un second 
isolat a 6te d6pos6 k la C.N.C.M le 21 fevrier 1986 sous 
le n* 1-532. Ce second isolat a pour nom de reference LAV- 
II ROD. II sera cjuelquefois fait simplement reference plus 
loinr a MIR ou 4 ROD. 

D*une facon genilrale 1' invention concerne tout 
variant des virus precedents ou tout virus Equivalent (par 
exemple tel que HIV-2 IRMO et HIV-2 EHO deposes k la CNCM 
le 19 D^cembre 1986 sous les num^ros 1-642 et 1-643 res- 
pectivement) contenant des proteines de structure qui 
pr^sentent les mSmes propri6t6s immunologiques que celles 
des virus HIV-2 d^posEs d la CNCM sous les numeros 1-502 r 
ou 1-532. II sera encore revenu plus loin sur les defini- 
tions critdres d' Equivalence. 

L' invention concerne encore un procede de pro- 
duction du virus HIV-2 ou de variants de celui-ci dans les 
lignEes cellulaires permanentes dErivees de lymphocytes 
T4| ou portant le phenotype T4, ce procEde consistant k 
cultiver ces lignees prEalablement inf ectees avec le virus 
HIV-2, et notamment lorsque le niveau d' activity de la 
transcriptase inverse (ou reverse-transcriptase) a atteint 
un seuil dEterminE, d recupErer les quantites de virus 
libErEes dans le milieu de culture. 

One lignee permanente prEf Erde en vue de la 
culture de HIV-2 est, par exemple, du type cellules HUT 
78. Une lign6e de HUT 78, infectSe par HIV-2, a et6 
dEposEe le 6 fevrier 1986 i la CNCM sous le n* 1-519. La 
culture est, par exemple, rEalisEe comme suit : 

Les cellules HUT 78 (10^/ml) sont mises en cocul- 
tures avec des lymphocytes humains normaux infectSs 
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(lO^/ml). Le milieu de culture est du RPMI 1640 avec 10% 
de serum de veau foetal. Au bout de 15 k 21 jours, on 
observe un effet cytopathogSne des cellules HUT 78. On 
dose la reverse transcriptase une semaine aprds cette ob- 
servation, dans le surnageant de culture. On peut alors 
commencer 4 r6cup6rer le virus & partir de ce surnageant. 

One autre lignSe pr6f6r6e pour la culture appar- 
tient aux lignees des cellules connues sous la designation 
CEM. 

L' infection, puis la culture des cellules CEM in- 
fectSes peuvent notamment Stre rSalisSes comme suit. 

On procdde k la coculture de lymphocytes T4 pr6a- 
lablement infectSs avec le virus HIV-II et de cellules non 
infectees de la lign^e CEM pendant le temps n^cessaire 4 
1' infection des CEM. On pour suit d'ailleurs ensuite les 
conditions de culture dans un milieu appropri6, par 
exemple celui d6crit ci-aprds et, lorsque 1* activity 
transcriptase inverse des cellules infect6es a atteint un 
niveau suffisant, on r6cup6re le virus produit k partir du 
milieu de culture. 

On a notamment realis6 une co-culture dans les 
conditions pr6cis6es ci-aprds de lymphocytes T4 humains 
qui avaient 6te infect^s cinq jours auparavant avec une 
souche de virus HIV-II provenant d'un patient dSsign4 
ci-apr6s "ROD", d'une part, et de CEM, d' autre part. 

Les lymphocytes T4 infectes, prSalablement actives 
par la phy toh6maglutinine , se sont r6v§16s poss&der une 
activitS de transcriptase inverse de 5 000 cpm/10^ 
lymphocytes T normaux trois jours aprSs le dSbut de 
!• infection. La culture a 6te poursuivie jusqu'^ ce que 
I'activite transcriptase inverse mesur6e ait atteint 
100 000 cpm dans le surnageant. Ces lymphocytes T4 ont 
alors 6t6 mis en contact avec les cellules CEM (3.10^ 
lymphocytes T normaux infect6s) et incub6es dans le milieu 
de culture suivant : RPMI 1640 cont nant 2,92 mg/ml de L 
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glutamine, 10 % de s6rxm de veaux foetal d6complement6, 
2 Mg/ml de polybrene, 0,05 % de serum anti-interf6ron- 
alpha, 100 000 Mg/ml de p^nicilline, 10 pg/ml de strep- 
tomycine et 10 000 \xg/ml de n^omycine. 
g Le milieu de culture est change deux £ois par 

semaine. 

Les mesures d* activity transcriptase inverse 
mesurSe dans le surnageant ont 4t4 les suivantes : 

- au jour 0 : 1 000 (bruit de fond) 
' - au jour 15 : 20 000 

_ au jour 21 : 200 000 

- au jour 35 t 1 000 000 

Une culture CEM inf ectee par le virus HIV-2 a 
6te dSposSe a la Collection Nationale de Culture de 
Micro-organismes de I'Institut Pasteur (C.N. CM) sous le 
n* 1-537 le 24 mars 1986, 

Quelques caracteristiques des antigenes et des 
acides nucl^iques, entrant dans la constitution de 
HIV-2, resultent des essais rSalisSs dans les conditions 
2Q indiquSes ci-aprSs. Elles seront souvent mieux apprS- 
ciees par comparaison avec des caracteristiques du nhae 
type se rapportant A d'autres types de retrovirus, no- 
tamment HlV-1 et SIV. 

II sera fait re£6rence_dans_ce_qui_suit_ai« 

25 dessins dans lesquels : 

- les figures la, lb et 1c se rapportent 4 des essais 
d * immunoprecipitation crois^e entre des scrums 
respectivement de patients infectes par HIV-1 et HIV-2, 
et de macaques rhesus infectes avec STLV-tll, d'une 

3Q part, et des extraits viraux de HIV-1, d' autre part ; 

- les figures 2a et 2b prSsentent des r6sultats compara- 
tif s quant aux mobilitSs Slectrophoretiques des pro- 
t6ines de HIV-1, HIV-2 et STLV-III respectivement^ dans 
des gels de polyacrylamide-SDS ; 

35 - la figure 3 pr§s nte des r^sultats d ' hybridation 
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crois6e entre des sequences g^nomiques de HIV-1, HIV-2 
et STLV-III, d'une part, et des sondes con tenant 
diff6rentes sequences subg6nomiques du virus HIV-I, 
d' autre part. 

- la figure 4 est une carte de restriction de I'ADNc d6- 
riv6 de I'ARN de HIV-2 ROD ; 

- la figure 5 est une carte de restriction d'un fragment 
E2 de !• ADNc deriv6 de HIV-2, ce fragment contenant une 
r6gion correspondant A la region LTR 3' de HIV-2 ; 

- la figure 6 est la sequence nucl6otidique d'une partie 
de E2, cette sequence correspondant k la region U3/R de 
HIV-2 ; 

- la figure 7 fait apparaitre : 

- d'une part et sch6matiquement, des 616ments 
de structure de HIV-1 (figure 5A) et, alignee 
avec une region contenant le LTR 3' de HIV-1, 
la sequence d6riv6e de la r6gion E2 de I'ADNc 
de HIV-2 ^t, 

- d' autre part, les mises en alignement au 
prix d'un certain nombre de d61Stions et 
d' insertions, des nucleotides communs, 
contenus respectivement dans la sequence 
d6riv6e de la region E2 de HIV-2 , et dans la 
sequence correspondante de HIV-1 (fig. 5 B) 

la figure 8 montre sch6matiquement les structures de 
plusieurs clones d'un phage X modifiS par divers in- 
s6rats issus de I'ADNc d6riv6 d' HIV-2 (clones R0D4, 
R0D27 et ROD35) j on y a 6galement repr6sent6 sch6mati- 
quement des sequences deriv6es a leur tour de R0D4, 
ROD27 et ROD35, sous-clon6es dans un plasmide pvc 18, 
ces derniSres s6quences 6tant plac6es en correspondance 
avec les r6gions de R0D4, ROD27 et ROD35 dont elles sont 
respectivement issues. 

- la figure 9 fait apparaitre les intensit6s relatives 
25 d' hybridation entre 
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a/ onze fragments pr61ev6s k partir de diff6- 
rentes regions du genome complet HIV-1 (sch^matique- 
ment repr6sent6s dans la partie inf^rieure de la figure 
d'une part, et I'ADNc de HIV-2, contenu dans R0D4, 

d' autre part, et 

b/ des fragments issus de HIV-II avec le mime 

ADNc . 

D'une facon g4nerale, les antigenes de HIV-2 
utilises dans les tests comparatifs dont la description 
suit sont issus de la souche de HIV-2 MIR depos^e k la 
C.N. CM. sous le n* 1-502, et les sequences d'ADN 
d6riv6s de I'ADN gSnomique de HIV-2 sont issus de la 
souche HIV-2 ROD d6pos6e 4 la C.N. CM. sous le n* 1-532. 

I - ^wTTHRyres. wnTAMMENT PROTETWES ET 

Le virus initialement cultiv6 dans HDT 78 a 
6tS marque mfitaboliquement par la ^^S- cysteine et la 
^^S-methionine, les cellules infect 6es ^tant incubees en 
presence de ces acides amines radioactif s en milieu de 
culture depourvu de I'acide amine non marque corres- 
pondent, pour une p6riode de 14 4 16 heures, en parti- 
culier selon la technique d^crite dans 1' article r6per- 
torifi en (21) dans la bibliographie pr6sent6e 4 la fin 
de la description, pour ce qui est du marquage 4 la 

S- cysteine. Le surnageant est ensuite clarifiS, puis 
le virus ultracentrif ug6 une heure a 100 000 g sur un 
coussin de 20 % de saccharose. Les principaux antig4nes 
du virus sont s6par6s par 61ectrophor4se dans un gel de 
polyacrylamide (12,5 %), dans des conditions dSnaturan- 
tes (SDS) ou dans un gel de polyacrylamide (10 \) + bis- 
acrylamide (0,13 \) avec SDS (0,1 \ en concentration 
finale) . On utilise comme poids mol6culaire de rdf 6rence 
les marqueurs colprSs suivants 
BRL : 

myosin : 200 Kd 
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phosphorylase B : 97,4 Kd 

BSA : 68 Kd 

ovalbumine : 43 Kd 

a chymotrypsine : 25,7 Kd 

3 lactoglobuline : 18,4 Kd 

lysozyme : 14,3 Kd 

D'autres marqueurs de poids molSculaires . ont &t& 
utilises dans d'autres essais. II est en particulier fait 
r6£6rence aux figures la, lb et 1c qui renvoient k d'au- 
tres marqueurs de poids molSculaires connus (sous la let- 
tre M. dans ces figures). Les antigSnes sont encore mieux 
distinguSs aprSs immunoprScipitation (RIPA) ou par 
immunoempreintes (Western blot) en utilisant les anticorps 
presents dans le sSrtim du malade : leurs poids molScu- 
laires apparents determines par leurs migrations appa- 
rentes sont trds proches de ceux des antigdnes du HIV-1 . 

D'une facon gSn^rale il est pr&cisS que dans ce 
qui suit les nombres qpii suivaient les indications ''p* 
et/ou "gp" correspondent aux poids mol^culaires approxi- 
matifs des prot6ines et/ou glycoprot6ines correspondantes 
divis6s par 1000. Par exemple la p36 a un poids mol§cu- 
laire de I'ordre de 36 000. II est cependant entendu que 
ces valeurs de poids molSculaires peuvent varier dans un 
intervalle pouvant atteindre 5\, voire 10\ ou m^me plus, 
selon les techniques utilis^es pour les determinations de 
ces poids mol^culaires . 

La repetition des essais a permis de mieuuc cerner 
les poids moieculaires apparents des antigSnes de HIV*2. 
Ainsi on a constate que les poids moieculaires des trois 
proteines du noyau (core), auxquelles on avait initiale- 
ment attribue des poids moieculaires de l*ordre de 13.000, 
18.000 et 25.000 respectivement, avaient en fait des poids 
moieculaires apparents plus proches des valeurs suivan- 
tes : 12.000, 16.000 et 26.(X)0, resp ctivement. Ces pro- 
teines sont ci-apres respectivement designees par les 
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abr^viations p12,pl6etp26. 

De meme 1 • existence de bandes proteine ou glyco- 
protdine dont les poids mbl6culaires apparents ont 
appr^ci^s A des valeurs qui pouvaient Stager de 32.000 a 
42.000-45.000. La r6p6tition des mesures a finalement 
permis de preciser une bande correspondant Si un poids 
moleculaire apparent de 36.000. Dans ce qui suit, cette 
bande est designee par 1 ' abrSviation p36* Une autre bande 
k 42.000-45.000 (p42) est constamnient observ6e aussi. 
L'une ou 1* autre des p36 pu p42 constitue vraisemblable- 
ment une glycoprot6ine transmembranaire du virus. 

Une glycoprotSine majeure d'enveloppe ayant un 
poids moleculaire de I'ordre de 130-140 Kd est constamment 
observee : cette glycoprot^ine est ci-apr6s designee par 
1* expression gp140. II convient de noter que, d'une fa^on 
gSnSrale, les poids moleculaires sont appreciSs avec une 
precision de plus ou moins 5 \, cette precision pouvant 
fflSme devenir un peu moindre pour les antigenes de haut 
poids moleculaire, comme on I'a constat^ pour la gpl40 
(poids mol6culaire de 140 Kd ± 10 L* ensemble de ces 

antigSnes sont peu ou pas reconnus (lorsqu'ils sont 
marqu6s par la ^^S-cyst6ine) par des s6rums de malades 
contenant des anticorps anti-HIV-1 dans les systemes de 
detectio n utilises au laboratoire ou par u tilis ation des 
tests mettant en oeuvre des lysats de HIV-i , tels que ceux 
commercialises par DIAGNOSTICS PASTEUR sous la marque 
••ELAVIA*. Seule la proteine p26 a ete faiblement immuno- 
precipitee par de tels serums. La proteine d*enveloppe ne 
l*a pas ete. Le serxim du malade infecte par le nouveau 
virus (HIV-2) reconnaft faiblement une proteine p34 du 
HIV-1. Dans le systeme de detection utilise, les autres 
proteines du HIV-1 n'ont pas 6te reconnues. 

En revanche le HIV-2 possede certaines proteines 
presentant une certaine parente immun 1 gique av c des 
proteines ou glycoprot'ines structurales semblabl s. 
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sSparables dans des conditi ns analogues, d. par-tir d*iin 
retrovirus recemment isolS i part:ir de singes macaques 
rhesus captifs, de I'espdce des macaques rhesus, alors que 
cette parents immunologique tend 4 s'ef facer pour d'autres 
proteines ou glycoproteines • Ce dernier retrovirus, qui 
est presume etre 1' agent etiologique de SIDAs chez les 
singes, a ete d6signe par les chercheurs qui I'ont isol6 
(references bibliographiques (16-18) ci-apres) sous 1' ap- 
pellation "STLV-III^ . Pour la conmodite du langage, il 

mac 

ne sera plus dSsigne dans ce qui suit que par 1' expression 
"STLV-III" (ou encore par 1' expression SIV, abreviation 
anglaise de "Simian Immunodeficiency Virus** (virus d'im- 
munodeficience du singe)). 

Un autre retrovirus, dSsigne "STLV-III^^*, (ou 
15 ^^^AGM^ ^ isoie chez des singes verts sauvages. Mais, 
contrairement au virus present chez le singe macaque 
rhesus, la presence de "STLV-III^^" ne semble pas induire 
une maladie du type SIDA chez le singe vert d'Afrique. 

Toutefois, la parente immiinologique des proteines 
et des glycoproteines structurales, et par consequent la 
parente de leurs sequences nucieiques, de HIV-II d'une 

part,et des retrovirus STLV-III _ et STLV-III.^ d' autre 

mac AQt 

part, reste limitee. Des experiences ont permis d'etablir 
une premiere distinction entre les retrovirus capables 
d'infecter I'homme ou le singe, il en ressort ceci : 

- le virus HIV-II ne se aultiplie pas de fagon 
chronique dans les lymphocytes du singe macaque rhesus, 
lorsqu'il a ete injecte in vivo et dans des conditions 
operatoires permettant le developpement du virus 
2Q ^^^^"^^^mac qu'elles ont 6t6 decrites par N.L. 

Letvin et al. Science (1985) vol 230, 71-75. 

Cette apparente inaptitude de HIV-2 & se deve- 
lopper Chez le singe dans conditions naturelles, permet de 
differencier biologiquement le virus HZV-II d'une part, et 
25 les isolats du virus STLV-III, d' autre part. 
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En mettant en oeuvre les mdmes techniques que 
celles rappel^es plus haut, il a 6te constate que I'on 
pouvait 6galement obtenir ^ partir de STLV-III : 

- une protSine principale du noyau p27, ayant un poids 
mol6culaire de I'ordre de 27 kilodaltons, 

- une glycoproteine majeure d'enveloppe, gp140, 

- une proteine vralsemblablement transmembranaire p32i qui 
n'est pas observSe en RIPA lorsque le virus a au pr^alable 
fetS marque par la ^S-cysteine, mais qui peut fetre ob- 
serv€e dans les essais d ' immunoempr eintes (Western blots), 
sous forme de bandes largesr 

La glycoproteine majeure d'enveloppe de HIV-2 
s'est r^vSlee §tre plus proche immunologiquement de la 
glycoprotfiine majeure d'enveloppe de STIrV-IlI que de la 
15 glycoproteine majeure d'enveloppe de HIV-1. 

Ces constatations s'imposent non seulement au ni- 
veau des poids moleculaires : 130-140 kilodaltons pour les 
glycoprotein's majeures de HIV-2 et de STLV-III, centre 
environ 110 pour la glycoproteine majeure d'enveloppe de 
HlV-1, mais aussi au niveau des propriSt^s immunologiques , 
puisque des sertms prSlev^s k partir de malades infectSs 
par HIV-2, et plus particulierement des anticorps formes 
centre la gp140 de HIV-2 reconnaissent la gp140 de 
STLV-III y alors que dans des essais semblables les mfemes 
scrums et les m&aes anticorps de HIV-2 ne reconnaissent 
pas la gpllO de HIV-1. Mais les scrums anti-HIV-1 qui 

n'ont jamais rSagi avec la gp140 de HIV-2 prScipitent une 

3 5 

proteine de 26 Kdal marqu6e par la S-cysteine, contenue 
dans les extraits de HIV-II. 

La proteine majeure du noyau (core) de HIV-2 
semble presenter un poids moieculaire moyen (environ 
26.000) intermediaire entre celui de la p25 de HIV-1 et la 
p27 de STLV-III. 

Ces observations resultent des ssais realises 
avec d s extraits viraux obtenus k partir du HIV-2 isoie k 
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partir de I'un des patients susmentionnes . Des rSsultats 

similaires ont obtenus av c des extraits viraux du 

HIV-2 isol6 4 partir du second patient. 

Des cellules infect^es respectivement avec HIV-1, 

HIV-2 et STLV-III ont 6t6 incubees dans un milieu conte- 

35 

nant 200 pCi/ml de S-cysteine dans un milieu exempt de 
cysteine non marquee pendant 16 heures. Les surnageants 
clarifies ont 6tS centrifuges & 60.000 g pendant 90 mi- 
nutes. Les culots ont 6t6 lys6s dans un tampon RIPA(I), 
immunoprScipitSs avec diff&rents serums, puis soumis a une 
eiectrophordse sur gel de polyacrylsuaide chargS en dodS- 
cylsulfate de sodium (SDS-PAGE) . 

Les rSsultats obseirv^s sont illustrSs par les fi- 
gures la, 1b et 1c. 

Oans la figure la, sont presentes les r^sultats 
d ' immunoprdcipitation observes entre un extrait viral de 
HIV-1 obtenu k partir d*une lign^e cellulaire GEM CI. 13 et 
les s6rums respectifs suivants : 

- s6rum positif anti-HIV-1 (bande 1), 

- sSrum obtenu du premier patient mentionnS plus haut 
(bande 2) , 

- s6rum d'un porteur africain sain d'anticorps anti-HIV-1 
(bande 3) , 

- s6rum obtenu k partir d'un macaque infect^ avec STLV-III 
(bande 4} et 

- sSrxm du deuxiSme patient susmentionn6 (bande 5). 

Dans la figure lb, sont rapportSs les rSsultats 
d ' immunoprScipitation observes entre les antiques de 
HIV-2 obtenus k partir du premier patient, aprds culture 
prealable sur des cellules HUT-78, et differents scrums, 
plus particulidrement le s6rum du premier patient 
sus-mentionne (bande 1), le sSrum positif anti-HIV-1 
(bande 2), le sSrxim du macaque infectS par STLV-III (bande 
3), le sSrum du second patient susdit (band 4). 
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Enfin, la figure 1c illustre les rfisultats d'immu- 
nopr^cipitation observes entre les antigdnes d'un isolat 
de STLV-III otenu & partir d'un macaque px6sentant un SIDA 
de singe. Les s6rums utilis6s et auxquelles se r6£Srent 
les bandes 1 k 5 sont les mSmes que ceux rappelSs plus 
haut en rapport avec la figure la. 

H se r6ffire aux marqueurs myosine (200 Kd) galac- 
tosidase (130 Kd) , s6rum albumine bovine (69 Kd) , phos- 
phorylase B (93 Kd) , ovalbumine (46 Kd) et carbonate 

anhydrase (30 Kd) . 

Les figures 2a et 2b pr6sentent les r6sultats 
comparatif s quant aux mobilit^s 61ectrophor6tiques des 
proteines de HIV-1, HlV-^2 ef STLV-III. 

La figure 2a se rapporte aux essais r§alis6s avec 
des extraits de virus marqu6s par la ^^S-cyst6ine, apres 
immunopr^cipitation sur SDS-PAGE. Les diff^rentes bandes 
se rapportent 'aux extraits de virus suivants : virus ob- 
tenu A partir du patient 1 et immunopr^cipitS par le s6rum 
provenant du m^me patient (bande 1 ) , extrait du m^e virus 
iinmunopr6cipit6 avec un s6rum tSmoin n^gatif provenant 
d'une per Sonne ne portant pas d'anticorps anti-HIV-1 ou 
anti-HIV-2 (bande 2), extrait de virus STLV-III 
iiniiiunopr6cipit6 par un sSruxa provenant d'un macaque 
infects par STLV-III (bande 3), immunopr6cipitations 
""oijservfies entre des extraits duTmSmevirus ef-d ' un-s6rum- 
tSmoin n6gatif (bande 4) , extrait de HIV-1 immunoprecipitS 
par un s6rum d'un patient europeen infect^ par le SIDA. 

La figure lb pr6sente les r6sultats obtenus dans 
des essais de Western-blot (immunoempreinte) . Des lysats 
cellulaires provenant de cellules HUT-78 non inf ect6es ou 
inf ectees ont 6te soumis 4 une 61ectrophorSse sur SDS- 
PAGE, puis transfer 6s ilectrophorStiquement sur un filtre 
de nitrocellulose, avant d'etre mis a r6agir avec le s6rum 
du premier patient susmentionn6 (s^um dilue au 1/100e). 
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Le filtre de nitrocellulose a ensuite ete lav6 et la de- 
tection des antic rps fix6s revel6e avec des IgG anti- 

1 25- 

humaines de chfivre marquees par I. 

Les taches observ^es dans des bandes 1 , 2 et 3 se 
rapportent respectivement aux essais d " agglutination entre 
le susdit s6rum et des extraits de cellules HUT-78 non in- 
fect6es (bande 1), des extraits de cellules HDT-78 infec- 
t6es avec un virus HIV-2 (bande 2) et des extraits de 
cellules HOT-78 infectfies par STLV-lII (bande 3>. Les 
nombres qui apparaissent dans les marges de chacune des 
bandes correspondent aux poids mol6culaires approximatif s 
des prot6ines virales les plus representatives (poids 
mol6culaires en kilodaltons ) . 

II - ft^TPF? wnrr^EiooES 

1) l^s ARNs r^^rovirus HIV-2 

L'ARN du virus, d6pos6 sur filtre d'aprSs la 
technique du "spot blof n'a pas hybrid^, dans des con- 
ditions stringentes avec I'ADN du HIV-1. 

Par "conditions stringentes" on entend t les 
conditions dans lesquelles la reaction d ' hybridation entre 
I'ARN du HIV-2 et la sonde choisie marquee- radioactivement 
au p^^ (ou marquee de facon diffSrente), puis les lavages 
de la sonde sont faits. L'ybridation, sur membrane, est 
faite 4 42 'C en presence d'une solution aqueuse 4 50% 
(volume/ volume) de 0,n SDS/5x55c, notamment formamide 
pendant 18 heures. La membrane sur laquelle a 6te faite la 
reaction d ' hybridation est lav6e ensuite 4 65*C dans un 
tampon contenant 0, 1 \ de SDS et 0, 1 X SSC. 

Par "conditions non stringentes", on entend les 
conditions dans lesquelles la reaction d • hybridation et 
les lavages sont faits. L ' hybridation est r6alis6e en 
mettant en contact avec la sonde choisie marqu6e au 
(ou marquee autrement), 4 savoir 4 42*C dans un tampon 5 x 
SSC, 0,n SDS contenant 30 \ de formamide pendant 18 
heures. Le lavage de la membrane est r6alis6 4 50'C avec 
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culots ont 6te remis en suspension dans un tampon NTE con- 
tenant 0,1 \ de SDS et d^posSs sur filtre de nitrocellu- 
lose. Celui-ci a 6t6 pretreinpr4 dans un milieu 2 x SSC 
(NaCl 0,3 M, citrate de sodium 0,03 M) . Aprds cuisson 
5 (pendant 2 heures i 80*C), les filtres ont 6t6 hybrides 
avec diverses sondes contenant des sous-fragments g^nomi- 
• ques de HIV-1, dans des conditions non stringentes (30 % 
de formamide, 5 x SSC, 40 *C), lav^s avec une solution 2 x 
SSC et contenant 0,1 \ de SDS, 4 50*C, puis autoradiogra- 
phies pendant 48 heures & -70*C avec des Scrans d' ampli- 
fication. 

Les sondes 1-4 sont des sondes A brin unique obte- 

nues par la m^thode de "coupe principale" (prime cut 

method) telle que d^crite en (25). En bref des fragments 

^2 mono-brins issus du virus Ml 3 et portant des ins6rats de 

HIV-I subgSnomiques (30) ont Ste ligatures & des fragments 

d'oligomSres (17 nucleotides) issus de M13 (BIOLABS). Le 

brin compl^mentaire a 6tS ensuite synthStisS avec 1' enzyme 

de Klenow dans un tampon TM (Tris 10 mM, pH 7,5, MgCljf 10 

mM) en presence de dATP, dGTP, dTTP et dCTB marqu6s par du 
3 2 

P en alpha (Amersham, 3000 Ci/mMol). L'AON a ensuite 6te 
digSrS par les enzymes de restriction approprifis, denature 
par la chaleur et soumis k 61ectrophordse sur un gel d&na- 
turant de polyacrylamide (contenant 6 % d*acrylamide, de 
25 l*urSe 8 M dans un teuQpon TDE) . Le gel a ensuite St 6 auto- 
radiographic pendant 5 minutes. La sonde a ensuite 6t€ de- 
couple et SluCe dans un tampon de NaCl 300 mM, SDS 0,1 \. 

Des activitSs specif iques (AS) de ces sondes d brin unique 

8 9 

ont 6t§ estimSes i 5. 10 -10 , dCsintfigrations par minute/ 
2Q microgramme (dpm/pg). 

Les sequences caractSristiques contenues dans les 

di£f§xentes sondes Staient les suivantes : 

sonde 1 : nucleotides 990-1070, 

sonde 2 : nucleotides 980-1260, 
35 sonde 3 : nucleotides 2170-2240, 
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sonde 4 : nucleotides 3370-3640. 

tes numSrotations des nucleotides qui precedent 
sont celles envisagees dans 1' article r6f6rence en (30). 

Enfin la sonde 5 consiste en un plasmide pUC-18 
portant le fragment EcoR1-Sac1 du HIV clone dans >J19 
(31), lequel a fait I'objet d*une translation de coupure 
(nick-translation) pour obtenir un AS d • approximativement 
10 dpm/pg. 

Les dispositions relatives des fragments subgfe- 
nomiques contenus dans les sondes vis -4- vis du genome 
entier de HIV-t sont schema tisees k la figure 3- Les 
dif f erentes taches correspondent respectivement : 

- tache A : virus obtenus k partir d'une culture de cel- 
lules GEM CI. 13 infect6es par HIV-1, 

- tache B : virus obtenus 4 partir de cellules HUT-78 
infectees par STLV-IIIr 

- taches C et D : isolats respectivement obtenus k partir 
des virus des deux patients africains susmentionnes , 

- tache E : extrait cellulaire t&aoin n6gatif obtenu a 
partir de cellules HOT-78 non infect6es, 

- tache F : virus obtenu 4 partir d'un patient du Zaire 
af f ecte par le : SIDA et ayant 6t6 cultiv6 sur des lym- 
phocytes T normaux en presence de TCGF. 

Toutes les taches ont 6t6 obtenues avec une quan- 
tite de virus correspondent k 257000 dpm en activitS 
transcriptase inverse, sauf pour les taches C : 15.000 
dpm. 

Les observations faites ont 6t6 les suiv€Lntes : 
Les ARNs gSnomiques des deux isolats de HIV-2, 
obtenus k partir de particules virales purifi6es, n'ont 
hybrid^ avec aucune des sondes dans les conditions strin- 
gentes sus-indiquees, bien que les particules virales 
aient 6t6 isolies et purifi6es k partir de surnageants de 
cultures de cellules hautement infectees t6moignant d*une 
activite transcriptase inverse 61 vee. 
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Dans les conditions non stringentes sus-indiquSes, 
les observations suivantes ont Ste faites. 

Toutes les sondes ont hybrid^ de fagon intense 
avec les ARNs gSnomiques obtenus des preparations temoins 
J de HIV-1 et d'un autre isolat obtenu k partir d'un patient 
du Zaire souffrant du SIDA. 

Deux des sondes obtenues (nucleotides 990-1070 et 
990-1260, toutes deux issues de la r6gion gag de HIV-1) 
ont hybrid^ legerement avec les taches des extraits des 
retrovirus HIV-2; I'une seulement de ces deux sondes 
(nucleotides 990-1260) a aussi montr6 une legdre hybrida- 
tion avec la tache de STLV-III (figure 3). En ce qui con- 
cerne la sonde contenant un fragment de la region pol 
(nucleotides 2170-2240), on a observe une hybridation avec 
STLV-III et, mais de fagon beaucoup plus faible, avec 
I'ARN de HIV-2, L' autre sonde de la region pel (nucleoti- 
des 3370-3640) n'a donne d ' hybridation avec aucune des ta- 
ches de HIV-2 et de STLV-III • 

Enfin, la sonde modifiee par translation de cou- 
2Q pure et contenant la totalite du gSne env et le LTR (nu- 
cleotides 5290-9130) de HIV-1 n'a hybride ni avec les ARNs 
de STLV-III, ni avec ceux de HIV-2, 

On remarquera encore qu'une autre sonde, qui con- 
tenait I'extremite 5' du cadre de lecture de pol, de HIV-1 
25 (correspondant d la region protease) n'a hybride ni avec 
les ARNs de HIV-2, ni avec les ARNs de STLV-III. 

II resulte done encore de ce qui precede que le 
virus HIV-2 parait plus eioigne, sur le plan structural, 
du virus HIV-1 qu'il ne I'est de STLV-III. HIV-2 differe 
3Q neanmoins de facon significative de STLV-III, ce qui vient 
Si I'appui des resultats differents observes quant aux ca- 
pacites infectieuses des virus HIV-2 pratic[uement nulles 
Chez les singes, compares aux capacites infectieuses 
certaines des STLV-III chez les memes espSces d singes. 
35 Les cartes de restriction et les seqniences de 
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I'ARN genomique de HIV-2 ou des cADNs obtenus k partir de 
ces ARNs g^nomiques sont accessible 4 I'honme du m6tier, 
des lors que les souches de HIV-2 d6pos6es 4 la C.N. CM. 
peuvent, apris multiplication appropri6e, mettxe en ses 
mains le materiel g6netique n6cessaire aux determinations 
de ces cartes de restriction et sequences nucleotidiques . 
Les conditions dans lesquelles la carte de restriction du 
genome de I'un des isolats de HIV-2 de cette invention ont 
6te 6tablies et les conditions dans lesquelles certaines 
des parties de ADNc derivies de ces genomes ont 6te 
s6quenc6es sont d6crites ci-aprSs. 

La carte de restriction du genome d'un retrovirus 
reprSsentatif des retrovirus HIV-2 est representee dans la 
figure 4. La carte de restriction d'un fragment important 
de cet ADNC apparalt 4 la figure 5. Enfin une partie de ce 
dernier fragment a ete sequence. 

Cette sequence et un certain nombre des sites de 
restriction qu'elle contient apparaissent 4 la figure 6. 
L'ADNc entier clone -ou des fragments clones de. cet ADNc- 
peuvent eux-memes Stre utilises comme sondes d ' hybridation 
specif iques . 

2) Anwg et fr P «ni^r.i-« de rftt ADNc. reSPectlYgBlgnt 

Les conditions dans lesquelles I'ADNc susdit a ete 

obtenu. sont decrites ci-aprSs. 

La premiere etape de fabrication de cet ADNc a 
compris la production d'un oligo (dT) servant d' amorce ou 
d'un brin d'ADNc initiateur, par la realisation d'une 
reaction endogSne activee par un detergent, utilisant la 
transcriptase inverse de HIV-2, sur des virions purifies, 
obtenus 4 partir de surnageants de cellules CEM infectees. 
La lignee cellulaire CEM etait une lignee cellulaire lym- 
phcblastoide CD4+ decrite par O.E. Foley fit al- dans 
cancer 18: 522-529 (1965), dont le cont nu st considere 
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conune faisant partie de la pr^sente description. Ces cel- 
lules CEM utilis6es sont infectees avec un isola-t ROD, qui 
s'est r6v616 produire de fagon continue des quantites in- 
portantes de HIV-2 . 

AprSs la synthase du second brin (en presence de 
nucleotides et d'une ADN polymerase bact6rienne) , les 
cADNs double-brins ont 6t6 ins6r6s dans un vecteur de 
phage bactSrien Ml 3 TGI 30. Une banque de phages de 10 
phages recombinants Ml 3 a €t€ obtenue et soumise 4 un tri 
in aiiSl avec une sonde HIV-1. Celle-ci contient un frag- 
ment de 1.5kb issu de I'extf Smite 3* de I'ADNc dferivee de 
I'ARN de I'isolat LAV (montre dans la figure 7 A). Environ 
50 plaques positives ont &t& detect6es, purifiSes et 
caracterisees par une hybridation croisee des ins6rats et 
sSquencage des extrSmites . 

Cette procedure a permis I'isolement de differents 
clones contenant des sequences approximativement compl6- 
mentaires de I'extremite 3' de I'ARN polyad6nyie de la 
region de "repetition longue terminale" LTR (abreviation 
anglaise de "long terminal repeat" de HIV-1, decrite par 
S. Wain Hobson fit_al. dans Cell 40: 9-17 (1985)) dont le 
contenu est consider6 ici comme faisant partie de la 
description. 

Le plus important des ins6rats du groupe concerne 
de clones de Ml 3 hybridant avec la region LTR3' de HIV-1, 
est un clone designlS par E2, d' environ 2 kb. Comme la 
region LTR3' de HIV-1, le clone E2 contient un signal 
AATAAA situ6 k environ 20 nucleotides en amont d'une 
partie terminale poly A, et une region LTR3' correspondant 
k celle de HIV-2. AprSs sequencage partiel, cette r6gion 
LTR3' de HIV-2 s'est rev6iee presenter une parente 
eioignee avec le domaine homologue de HIV-1 . 

La figure 5 est une carte de restriction du frag- 
ment de E2 (zone rectangulaire allongee) incorpor6 dans le 
plasmide pSPE2 qui le contient. II compr nd une partie de 
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la region R, la region U3 de HIV-2. Le dessin ne fait pas 

appara£tr6 les limites des regions R et U3. 

La sequence d'une partie de E2 apparait a la 

figure 6. Les positions de sites de restriction 
sp6cifiques y sont indiguSes. Le faible degr6 de parente 
entre les regions LTR3" de HIV-1 et HlV-2 est illustr6 par 
la figure 7. En effet. 4 peu prfes 50% seulement des 
nucleotides des deux LTR peuvent Stre mis en alignement 
(homologue de sequence d'environ 50%) au prix d'une 
centaine d" insertions ou de dilutions. En comparaison, 
I'homologie de sequence des regions correspondantes des 
isolats americains et af ricains diff brents variants de 
HIV-1 est sup^rieure 4 95%, sans insertion ni delation. 

Le clone E2 a 6te utilis6 comme sonde specif ique 
d'HlV-2, pour 1- identification sur filtre d ' hybridation 
des sequences issues de HIV-2, contenues dans d'autres 
clones. 

Cette sonde dStecte 6galei«ent .I'ARN g6noB.3.que de HIV-2 
dans des conditions stringentes. Elle permet, de m^me, la 
detection par la m^thode dite de -Southern blot- sur I'ADN 
de cellules CEM ou analogues infectSes avec un isolat ROD 
ou d'autres isolats de HlV-2. Aucun signal n'est d6tect6 
dans les m^mes conditions de stringence dans des essais 
d' hybridation de cette so nde avec de s ADWc issus de cel^ 
lules non infect^es ou de cellules infectSes par HIV-1. 
Ces rSsultats ont confirm^ la nature exogSne de HIV-2 
vis-4-vis de HIV-1. One espSce d* environ 10 kb, corres- 
pondant probablement 4 I'ADN viral non int6gr6, a M 
detects 4 titre principal dans I'ADN non dig6r6 de cellu- 
les infect^es par HIV-2. Un autre ADN ayant une taille 
apparente de 6 kb correspondant peut €tre 4 une circulaire 
de I'ADN viral, a M detects aussi. 

Les autres parties du genome de HIV-2 ont 6t6 
identifi^es Sgalenent. A cet effet, une banque g6nomique a 
tth construite dans le phage lambda L47. Le phage lambda 
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L47.1 a 6t6 d^crit par W.A.M. Loenen s£ ai- <ians G^ne 
lQ:249-259 (1980), publication dont le contenu est consi- 
der6 comme faisant partie de la pr6sente description. 

La banque genomique est construite avec des 
fragments obtenus par digestion de I'ADN provenant de la ^ 
lignee cellulaire CEM infectee avec HIV-2j^^, aprSs di- 
gestion avec 1 ' enzyme Sau3AI . 

Environ 2 x 10^ plaques de recombinants ont 6t§ 
trifees in ?itu avec un clone contenant l'ins6rat E2 marqu6 
de I'ADNc de HIV-2. Dix phages recombinants ont 6t6 d6- 
tectes sur plaques et purifies. Les cartes de restriction 
de trois de ces phages, caractSris^s par leur capacity 
d' hybridation en -Southern blot" avec l'ins6rat E2 dans 
des conditions stringentes, ainsi qu'avec des sondes sub- 
gfinomiques de HIV-1 dans des conditions non-stringentes . 

On clone portant un ins6rat de 9.5 kb et d6rivant 
de I'ADN viral circulaire entier, contenant le g6nome com- 
plet de HIV-2, a 6t§ identifi6. II a 6t6 d6sign6 "Lambda 
ROD 4*. Les deux autres clones, Lambda ROD 27 et Lambda 
ROD 35 dSrivant de provirus intfigres, portant des sequen- 
ces LTR des sequences codantes virales et des sequences 
adjacentes d'ADN cellulaire. Les diff6rentes sequences d6- 
coulent de la figure 8. 

Des fragments des clones Lambda ont &t€ sous-clo- 
nes dans plasmide vecteur plasmidique pUC 18. Les frag- 
ments issus de X ROD 4, X ROD 27 et X ROD 35 et respec- 
tivement sous-clon6s dans le susdit vecteur plasmide 
apparaissant fegalement k la figure 8. Les sous-clones sui- 
vants ont Std obtenus. 

- pROD 27-5 derive de Lambda ROD 27, contient une region 
de 5,2 kb du genome de HIV-II et des sequences cellulaires 
adjacentes (5 'LTR et sequence virale codante 5' autour 
d'un site ECo RI). 

- pROD 4.8 d6riv6 de Lambda ROD 4, contient un fragment 
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Hind III d' environ 5 kb. ce. fragment correspond 4 la par- 
tie centrale du g^nom HlV-2. 

- pROD 27-5' et pROD 4.8 contiennent des ins6rats de HIV-2 
qui se chevaucbent mutueHement . 

- pROD 4.7 contient un fragment HIND III de 1.8 kb de 
Lambda ROD 4 ; ce fragment est plac6 dans la direction 3 
vis-4-vis du fragment sous-clone dans p ROD 4.8 et con- 
tient environ 0.8 kb de sequences virales codantes et une 
partie situ6e entre les sites de clonage Bam HI et Hind 
III du bras gauche du phage Lambda (Lambda L 47.1). 

- pROD 35 contient toutes les sequences HIV-2 codantes 
dans la direction 3, vis-i-vis du site Eco Rl, I'extr6mit6 
3' LTR et environ 4 kb de sequences nuclfiiques adjacentes 
d'origine cellulaire. 

- pROD 27-5' et pROD 35 contenus dans E.Coli HB 101, ont 
6t6 d6pos6s k la CNCM sous les num^ros respectifs 1-626 et 
1-633, le 21 Novembre 1986. 

- pROD 4.7 et pROD 4.8» contenus dans E.Coli TGI, ont 6t6 
dSposSs k la CNCM respectivement sous les num6ros 1-627 et 
1-628, le 21 Novembre 1986. 

Le genome complet de HIV-2 ROD, dont la carte de 
restriction apparalt 4 la figure 4, a 6tS reconstitue k 
partir de pROD 35, Iin6aris6 au prSalable avec Eco Rl, de 
pROD 27-5'. L'ins6rat Eco Rl de pROD 27-5 a ete ligatur6 
-dans— l^or-ientation-correcte-dans_le_site_EcoRI_de_pROD_35j_ 



Le degr6 de parent^ entre HIV-2 et les autres 
retrovirus humains ou simiens a 6t6 appr^ci* par des expe- 
riences d' hybridation mutuelle. L'homologie relative entre 
les diffSrentes regions de genomes de HIV-1 et de HIV-2 a 
6t6 d6termin6e par des essais d ' hybridation de fragments 
respectivement issus de genome de HIV-1 clon6 et de Lambda 
ROD 4 marqu6 radioactivement . Les positions relatives de 
ces fragments (numerotSs de 1 k 11) vis 4 vis du genomQ.de 
HIV-1 apparalssant au bas de la figure 9. 
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Vlime dans des conditions de tr6s faible stxingence 
(Tm-42-C.) les genomes de HIV-1 et HIV-2 n'hybrident 
qu'aux niveaux de leufS genes respectifs aaa (taches 1 et 
2), des regions reverse transcriptase dans ejzI (tache 3), 
des regions d'extrSmites de sal, des g6nes Q (ou SS2E) 
(tache 5) et des gSnes F (ou 3' orf) et 3' LTR (tache 11). 
Le fragment HIV-1 utilis6 pour detecter les premiers 
clones ADNc de HIV-2 correspond au sous-clone de la tache 
11, qui hybride relativement bien avec HIV-2 dans des 
conditions non stringentes. On signal provenant de la 
tache 5 est le seul persistant aprSs un lavage stringent. 
Le g^ne d'enveloppe, la region du gdne iat et una partie 
de sal apparaissent trSs divergents. ces donn6es, ainsi 
que la sequence obtenue avec LTR (figure 3) dfimontrent que 
HIV-2 n'est pas (en tous les cas au niveau de son 
enveloppe) un variant de HIV-1. 

on observe que HIV-2 est plus proche de SIV 
(decrit par M.D.Daniel et al. dans Science 221'. 1201-1204 
(1985), dont le contenu doit ^tre consider^ comme faisant 
partie de la pr^sente description) qu'il ne I'est de 
HIV-1 . 

Toutes les prot6ines de SIV, y compris la prot6ine 
de 1' enveloppe, sont immuno-pr6cipit6es par des s6rums de 
patients infect^s par HIV-2. tandis que la r6activit6 s6- 
rologique crois6e de HIV-1 et HIV-2 est limit6e aux pro- 
tSines du noyau. Cependant SIV et HIV-2 peuvent %tre 
distingu6s par les differences mentionn6es plus haut au 
niveau des poids mol6culaires de leurs protSines. 

En ce qui concerne les sequences nucl6otidiques , 
on remarque aussi que HIV-2 a une parent^ avec SIV. 

De plus, la caractSrisation de HIV-2 permet aussi 
de delimiter le domaine de la glycoprotfeine d'enveloppe 
qui est responsable de la fixation du virus k la surface 
des c llucles cibles et de 1 • internalisation ultfirieure du 
virus. L' interaction se fait par 1 • intermddiaire de la 
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molecule CD4 elle-mSme et il semble que HIV-1 et HIV-2 
utilisent le m^rne rScepteur. Aussi, bien qu'il existe de 
grandes differences entre les g^nes SLS. de HIV-1 et HIV-2, 
les domaines homologues restreirits des enveloppes des deux 
HIV peuvent-ils fetre consid6r6s conme constituants de 
fixation a un recepteur conunun des lymphocytes T4. Ces 
sites sont appel^s 4 constituer des Epitopes porteurs de 
I'immuncg6nicit6 de peptides qui pourraient fetre utilises 
pour susciter chez I'homme une r6ponse inununitaire 
protectrice contre les virus HIV. 

Des sequences avantageuses pour la constitution de 
sondes dans des reactions d' hybridation avec le materiel 
g^netique de patients porteurs de virus ou de provirus. 
notamment pour d6tecter la presence d'ARN de virus HlV-6 
dans leurs lymphocytes contiennent une sequence nucleoti- 
dique resultant de combinaison des fragments de 5 kb de 
Hind lll de ROD 4 et de I'ADNc E2.. Les essais peuvent fetre 
realises selon toutes m6thodes notamment selon les techni- 
ques de 'Northern blot", "Southern blot" et "dot blot". 

Des caract^ristiques suppl6mentaires de 1* inven- 
tion apparaitront encore de facon non limitative au cours 
de la description qui suit d'exemples d • identification de 
certaines parties du genome retroviral et de la production 
d'un certain nombre d'ADHs recombinants mettant en jeu 
di verses parties d'un ADNc derive du gSnome r6troviral""de^ 
HIV-2. 

CTEMPLES 

■c;nn<^.» Anw. tiQur TiH:iii3ation dang leg kit? dg diftr . 

rtr,r^n*-ir- Am HIV-2. 

Un ADNc complSmentaire de I'ARN du g6nome 
obtenu k partir de virions purifies, a ete prepar4 selon 
la m6thode suivante i 

Le surnageant obtenu aprSs 48 heures d cul- 
ture de cellul s CEM inf ect6es par un isolat HIV-2 ROD 
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de HIV-2 a 6t6 ultracentrifugfi. Le culot de centrifu- 
gation c ntenant le virion a 6te centrigue sur gradient 
de sucrose pour former un nouveau culot de centrifuga- 
tion substantiellement par la m&ne mSthode que celle 
d^crite dans la demande de brevet europ6en 
84/401 234/0.138.667 d6jd mentionn6e. 

La preparation de HIV-2 purifi6 a ete utilis6e 
pour la synthase d'ADNc en mettant en oeuvre une reac- 
tion endogfine, activ§e par un detergent. 

En resume, la preparation du virion a 6te 
ajout6e k un melange de reaction contenant 50mM Tris- 
HCl, 5mM MgCljf 10 mM DTT, 0.025\ du d6tergent commer- 
cialise sous la marque TRITON, et 50 pM de chacun des 4 
d6oxynucleoside-triphosphates et un initiateur oligo 
(dT) . La reaction a 6te conduite pendant 90 minutes 4 
37*C. 

Aprds 1' extraction au phenol des proteines 
presentes dans le premier milieu de reaction, la seconde 
chaine de I'ADNc a 6t6 synthetisee en presence de 
RNAse, ADN polymerase 1 de S^^fili et des 4 deoxynu- 
cieotides, pendant 1 heure 4 15*0 et 1 heure k 22 'C. Des 
extremites f ranches ont 6te creees sur cette double 
chafne ADNc, par 1' action de la T4 ADN polymerase. Tous 
les reactifs de ce precede sont disponibles dans le 
commerce (kit ADNc de la Soci6t6 AMERSHAM) et ont ete 
utilises comme recommande par le fournisseur. 

Apres (1) ligation d ' adaptateurs (linkers) 
contenant un site EcoR I (commercialises par Pharmacia) 
aux extremites tranches de I'ADNc en presence d'une 
ligase ADN T4 ( commercialisee par BIOLABS)(2), digestion 
de ces "linkers" par 1 • endonuciease de restriction 
EcoR I , et (3) elimination des fragments de "linker" par 
une filtration sur gel (colonne du gel commercialise 
sous la marque OLTROGEL) AcA 34 (LKB-IBF) , I'ADNc est 
insere dans un vecteur H 11 TG 130 clive par ££2|11 . On 



wo 87/04459 



PCT/FR87/00025 



10 



15 



30 

banque d'ADNcs a 6t6 obtenue aprSs transformation de la 
souche de P-coli TGI . On a obtenu approximativement 10 
plaques de recombinants M13. 

Pour selectionner dans la banque d'ADNcs des 
clones Ml 3 recombinants contenant I'ADNc de HIV-2, la 
technique d ' hybridation sur plaque a M utilisee. L'ADN 
des plaques Ml 3 a 6t6 trans£6r6 sur des f litres de ni- 
trocellulose, et hybride 4 des sondes de HIV-1 subgeno- 
miques d6riv6es du clone -lambda J19- d'un virus LAV (ou 
HIV) d6crit dans la demande de brevet europ6en. Cette 
sonde comprenait un ins6rat constitu6 par una partie 
ayant une longueur approximative de 1500 paires de bases 
(pb) de I'ADN de HIV-1. Cet ins6rat 6tait d61imit6 par 
deux sites de restriction Hindlll respectivement 4 I'in- 
tfirieur du cadre de lecture ouverte du gtoe "env" et 
dans le segment R de 1' extremity 3' LTR de HIV-1. Cette 
sonde contenait l'extr^mit6 3" du gSne env, la totality 
du gSne F, le segment 03 et une partfe du segment R de 
LTR, d'une longueur approximative de 1500 paires de 
bases (pb). 

La sonde contenant l'ins6rat flindHI de 1,Skb 
a 4t6 marqu6e avec du ^^p dCTP et dTTP (3000 Ci x lO" 
mole) par incubation de la sonde en presence d'initia- 
teurs et d'ADN polymerase I de Klenow, pen dant 4 heures 
— ^^7^ (en utilisant un kit de AMERSHAM)~Les essais 
d' hybridation des clones d'ADNc de la banque ont 6te 
conduits pendant toute la nuit dans des conditions de 
faible stringence, au sein d'une solution d'un milieu 
d- hybridation contenant 5X SSC, 5X Denhart, 25% de £or- 
mamide, 100 ug/ml d'ADN de sperme de saumon d6natur6 et 
la sonde marqu§e (2 x 10^ cpm avec une sp6cificit6 de 
10^ cpm/ug) i 37 •C. Les fiitres ont 6t6 soumis A trois 
6tapes de lavage, successivement en presence des trois 
solutions dont les compositions sont indiqu6 s ci-apr6s: 
35 Lavage n* 1:5XSSC, O.n SDS.a 25 'C pendant 4x15 minut s 
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Lavage n* 2:2XSSCr 0.^^ SOS,& 42*C pendant 2x30 minutes 
Lavage n* 3:0. 1XS5C,0. 1\ SDS, 4 65*C pendant 2x30minutes 
Chaque lavage est suivi par une autoradiographie des 
f litres . 

Plusieuxs clones positif s ont d^tectSs 
aprSs le lavage n* 1 et I'ont encore St6 aprds le lavage 
n* 2. Cependant, tous les signatix disparaissaient aprSs 
le lavage n* 3. Ceci indique que les clones positifs 
n'avalent avec le genome de HIV-1 qu'une faible parents, 
n^anmoins suffisante pour effectuer la susdite selec- 
tion. Les clones positifs ont ^t^ repiqu^s, red6pos6s 
sur des plaques et de nouveau hybrid^s avec la m&ne son- 
de dans les conditions de stringence correspondant au 
lavage n* 1 . La majority d'entre-eux 6taient encore po- 
sitifs/ 

Les clones ont aussi ete sSlectionnes en met- 
tant en oeuvre une sonde d'ADN humain total dans des 
conditions de stringence moyenne et par hybridation dans 
5X SSC, 5X Denhart, et 40\ de formamide, suivie d*un 
lavage dans 1X SSC, O.n SDS, a 50*C. Aucun des clones 
prfialablement positifs n'a 6te d6tect6, par consequent 
ne correspondait pas 4 I'ADN r6p6titif specif ique ou 4 
I'ADNc de I'ARN ribosomal. 

Les clones recombinants Ml 3 positifs ont 6te 
cultives dans un milieu liquide et caract6rises : 
(1) Taille de leur insertion : 

Un ADN type simple brin de M13 a 6te obtenu & 
partir de chaque clone individuel, et la synthase du 
second brin a 6t6 conduite avec une sequence initiatrice 
17-mer M13 et 1' enzyme de Klenow. Les ins6rats ont 6t6 
excises k I'aide d'££flR1 (BOEHRINGER) et analyses par 
eiectrophordse sur gel d' agarose. La plupart des in- 
serats contenaient de 200 4 600 et 200 pb, 4 1' exception 
du clone dSnommS E2 . 1 , qui avait approximativement une 
longueur de 2 Kpb. 
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Plusicurs clones ont .6t6 partiell meat s6- 
quencfis, en utilisant la m6thode dideoaty de Sanger et 
al. d6crite dans Pxoc. Natl. Acad. Sci. 74:5463-7 
(1977), faisant partie de la pr^sente description. 
Diffirents clones ind6pendants contenaient des sequences 
nucl^otidiques siailaires, 4 1' exception des chalnes 
poly-A a leurs extr6mit6s- 3' dont les longueurs 6taient 
diff6rentes. Ces r6sultats dfimontrent que ces clones 
ADNc 6taient d6riv6s de la natrice d'ARN. L' analyse de 
sequence d6taU16e de ces clones ADNc, conprenant 
I«extr6ait6 3* du g§noae de HIV-2, a montr6 une parent^ 
limit^e avec HIV-1 . 

(3) ffv ^ ri^^^^nn ;.v^r TARN ^t l'hVf^ q^TlOWiW «1g HIV"2 . 

(a) Obtention de I'ARN genondque de HIV-2 : On 
surnageant infect^ a M centrifuge (50.000 rotations. 
30 minutes). Le culot du dep6t a 6t6 resuspendu dans 
10mM Tris PH 7.5. InM EDTA, 0.^^ SDS. L'un des clones 
d' insertion a 6t6 marqu6 et utilise comme sonde 

pour 1' hybridation avec I'ARN g6nomique de diff^rents 
isolats viraux. conform^ment 4 la technique de "dot- 
blof . 

La technique -dot-blot" comprenait les 6tapes 
suivantes : 

TiT"d 6poser i.^chantiHon— My sat -HIV-2 )-en-taches„sur_ 



35 



une membrane de nitrocellulose prialablement tremp6e 
dans 20X SSC (3M NaCl, 0.3M de citrate de sodium) et 
s6ch6e k I'air, (ii) faire cuire la membrane pendant 2 
heures k eO'C et (iii) effectuer 1 ' hybridation . 

Cette hybridation a 6t6 conduite dans des 
conditions de haute stringence (5X SSC, 5X Denhart, 50% 
formamide A 42-C). Elle a 6t6 suivie d'un lavage dans 
0.1X SSC, O.n SDS 4 65'C. Dans ces conditions, la sonde 
hybride fortement aux tiches provenant de deux isolats 
indSpendants de HIV-2, incluant 1 LAV-Il ROD. dont 
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I'ADNc clone etait issu. Un faible signal d ' hybridation 
a &te detects avec la tach formSe par STLV-IIImac 
(Virus T-Lymphotropique de Singe (^galement connu comme 
■SIV) de type III, macaque), et aucune hybridation n'a 
ete dStectSe avec les isolats de HIV-1. 

Les experiences de "Southern Blot**, mettant en 
jeu le clone E-2 . 1 contenant 1 ' inserat de 2Kb en tant 
que sonde marquee au P, ne manif estSrent aucune hybri- 
dation avec des ADNs de cellules non infectSes, mais d6- 
tectaient des bandes dans des cellules detach6es infec- 
t6es par HIV-2 dans des conditions de forte stringence. 
HIV-2 montre un polymorphisme k des niveaux de sa carte 
de restriction Equivalents a ceux des cartes de restric- 
tion de HIV-1 • Avec de I'ADN cellulaire complet de cel- 
lules infectSes, deux sortes de signaux sont d^tectSs 
par la m6thode de "Southern Blot" : (1) dans des frac- 
tions d'ADN ayant des poids molEculaires PM d' environ 
201cb et pius dans le cas de formes intSgrSes du virus, 
et (2) dans les fractions de PM plus faibles (9,10kb}, 
dans le cas de virus non integrS au genome. 

Ces caractSristiques sont hautement spEci- 
fiques d'un retrovirus. 

Certaines experiences effectu6es avec STLV-III 
(SIV-3) de cellules infect6es ont permis de constater 
que le retrovirus simien est relativement distant de 
HIV-2 (le signal est uniquement detect^ dans des con- 
ditions de faible stringence) . Ces experiences montrent 
que les susdites sondes permettent la detection speci- 
fique de HIV-2, 

(4) Sous-clonaae de I'ADNc de HIV-2 dans un vecteur 

pl^gini<ag bagt^ri^n : 

Le clone Ml 3 positif, E 2-1 a ete seiectionne 
et sous-clone dans un vecteur plasmide. L'ADN du phage 
Ml 3 (TG 130) recombinant E-2 a ete purifie sous forme 
d'un ADN simple brin (M-13-ROD-E2) contenant 1* inserat 
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de 2 Jcb, contenant la portion 3' du genome de HIV-2 
(obtenu a partir de HIV-2 ROD). Get ins xat a 6t6 
tran3f6r6 dans le plasmide pSP65, d6crit par Melton, 
D.A. dans 357 Nucleic Acid Res. 12:035-7056 (1984). 

Une seconde chaine a 6t6 construite in iiiXfl 
en presence de la sequence d'initiateur 17 aer 
(AHERSHAH), des quatre nuclSotides A,C,T,G, et de I'ADN 
polymerase I (Klenow) . L'inserat JEsfiRI a €t& excis6 par 
digestion ecoR I et purififie sur gel d' agarose, puis li- 
gu6 & pSP65 , lui-m&iie prfialablement dig6r6 avec EcaRI . 
Le melange de ligation a 6te utilise pour transformer la 
souche E.coli DH1 et des recombinants ont 6t6 s61ection- 
n€s grace 4 leur capacite de resistance A I'ampicilline. 
Les recombinants identifies ont 6t6 cultiv6s sur milieu 
LB (Luria medium) contenant 50 vg/ml d'ampicilline. Ces 
plasmides recombinants ont 6t6 purifies et contrfil^s 
quant 4 la presence du fragment ins6r4 correct. 

L'un des clones obtenus designe par la refe- 
rence pSPE2, a 6t6 depose & la CNCM &. PARIS, France, 
sous le n* d'accSs 1-595 le 5 Septembre 1986. 

Les inserats derives des ADNc de HIV-2 et qui 
se trouv£d.ent inseres dems la sonde susdite contenaient 
la sequence de nucleotides qui a ete definie plus haut, 
en rapport avec une partie de E2. 

-EXEMPSg-II ■■ 

Clonaoe ADNc rompl^mentaire d I'APN CQMPlewentaire 

A I'ARM a ^nQmiaue de virions de HIV-2. 

Des virions HIV-2 ont ete purifies 4 partir de 

5 litres d'un surnageant d'une culture d'tine lignee CEM 

infectee avec un isolat ROD. Un premier brin d'ADNc a 

ete synthetise au contact de virus purifie s6dimente, en 

presence d'un initiateur oligo (dt) et en mettant en 

oeuvre une reaction endogSne activee par un detergent, 

selon la technique decrite par Alizon et al, Nature 

312 : 757-760 (1984). Les hybrides ARN-ADNc ont et6 
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purifies par un extraction par im melange phenol- 
chloroform t par une precipitation 4 I'^thanol. Le 
second brin d*ADNc a produit en presence d*ADN 

polyin£rase-I/RNAse H selon la m^thode dScrite par Gubler 
et Hoffman. La description de cet article est consider Se 
comme faisant partie de la prSsente description. 

L'ADNc double brin a etS muni d'extrSmit^s 
f ranches en presence d'ADN polymerase T4 en utilisant 
les constituants d'un kit de synth&se d'ADNc commer- 
cialise par AMERSHAM. 

Des adaptateurs (linker) Eco Jll commercialises 

par PHARMACIA, ont ete fixes 4 I'extremite de I'ADNc; 

l*ADNc ainsi modifie a ete insere aprds digestion en 

presence de Eco R1 dans un vecteur de phage dephospho- 

riie M13tg130 lui-meme digere par Eco R1, egalement 

commercialise par AMERSHAM. Une bande d'ADNc a ete 

obtenu apres transformation de la souche E*coli TGI. 

4 

Des plaques de recombinants (10 ) ont ete tries in situ 

sur des filtres permettant des repliques par hybridation 

avec le clone J19 contenant le fragment Hind III de 

1,5kb dejd mentione plus haut, issu de HIV-1. 

Les filtres ont ete prehybrides en presence 

d'un milieu contenant 5 x SSC, 5 x solution DENHAROT, 

formamide A 25%, de I'ADN denature de sperme de saumon 

(100 microgrammes/mml) A 37*C, pendant 4 heures, puis 

hybride pendant 16 heures dans le mSme tampon (Tm -42 *C) 

en presence d'lin supplement de sonde marquee (4 x 
7 

10 cbm), pour fournir une solution finale de tampon 
d ' hybridation contenant 10^cpm/ml). Le lavage a ete fait 
avec une solution 5 x SSC, 0,1% SDS A 25 *C pendant 2 
heures (etant entendu que 20 x SSC correspond A une so- 
lution NaCl 3M et de citrate de sodium 0,3M. Les plaques 
repondant positivement ont ete purifiees et les AONs 
mono-brins de Ml 3 ont ete prepares et leurs extremites 
ont ete sequencees selon la methode de Sanger et al. 
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H^hi>i<^a<:i o T. ADw de cellules infect«^eg par Hiy-1 ^% 

HTg-? fl 'MtWfl de HTv-1. HIV-?, et <3e viriong gXV 

yAST»^r<;ivpi«An» avee iiha sonde d4riv6e d'un APWC ClffB^ 4g 

Les ADNs ont 6t6 extraits de cellules CEM 
inf ect6es produisant de fa^on continue respectivement 
HlV-1 e-t HIV-2. Des 6chantillons d'ADN de ces deux 
retrovirus, dig6r6s pour certains par 20 ug de £s±I, non 
aig6r6s pour d'autres ont 6t6 soumis k une electropho- 
rese sur gel d' agarose 4 0,8% et transfer^ par la 
iii6thode "Southern" sur membrane de nylon. Des petits 
volumes de surnageant infect^, repris dans un tampon NTE 
contenant 0, n de SOS ayant les m^mes activitds de 
transcriptase inverse ont M dSposSs sur nitrocellu- 
lose, qui avait 6te trempi auparavant dans une solution 
2 X SSC. 

Une prehybridation a 6te f aite dans une solu- 
tion contenant 50% de formamide, 5 x SSC, 5 x Denhardt, 
et 100 mg/ml d'ADN de sperme de saumon d6natur6 pendant 
4 heures & 42* C. Une hybridation a 6t6 conduite dans le 
mSme tampon, auquel avait 6t6 ajout4 10% de sulphate de 
dextran, et 10^ cpm/ml. d'ins6rat marque E2 (activity 
specif ique 10^ cpm/ug) pendant 16 heures & 42"C. Deux 
lavages ont ensuite 6t6 faits avec une solution 0.1 x 
^SC^ 0^1% SDS pendamt 30 mn chacim. Aprds 1' exposition 
pendant 16 heures k un Scran d ' intensification la tache 
Southern est dSshybridSe dans 0.4 N NaOH, neutralisSe 

et rShybridSe dans les m^mes conditions 4 la sonde HIV-1 

9 * 

marquee avec 10 cpm/ug. 

mWPLE III 

nonage dans le Pha ge T.amdba de I'ADN complet du ProVirUS 
de HIV-2. 

L'ADN des cellules CEM infectSes par HIV-IIROD 
(figure 2, bandes a et c) est partiellement digSri avec 
Sau 3Al ■ La fraction 9-15 kb a 6te s61ectionn6e sur 
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gradient de sucrose a 5-40\ et liguSe aux bras JQamHI du 
vecteur lambda L47.1« Les plaques (2 x 10^) obtenues aprSs 
empaquetage in vi-fcro et d6p6t sur souche E. coli LA 101 ont 
6t6 triees in situ par hybridation avec l*ins6rat de 
I'ADNc clon6 E2. Approximativement, 10 clones positifs ont 
6te purifies sur plaque et propag^s sur E.coli C600 recBC. 
Les clones lamdba ROD 4, ROD 27 et ROD 35 ont 6te 
amplifies et leurs ADN caract6ris6s par Stablissement de 
leurs cartes de restriction et par hybridation par la 
mSthode de "Southern" avec le clone ADNc de HIV-II dans 
des conditions stringentes et avec les sondes oaa-pol de 
HIV*-1 dans des conditions non stringentes. 

La figure 8 presente de fa^on sch^matique les 
structures de 3 des phages recombinants obtenus ROD 4, 
ROD 27 et ROD 35. 

Les parties rectangulaires allongSes de ces 
schSmas correspondent ii des sequences pro-virales issues 
des ADNs des cellules GEM initialement infectees, les 
parties blanches correspondant & des sequences rStro- 
virales, les parties gris^es & des parties des ADNs 
cellulaires et les parties en noir au LTR dans lesdites 
frequences virales. 

Les traits fins design^s par les lettres L et R 
correspondent aux bras issus du vecteur de phage Lambda 
L47.1 ayant servi au clonage. 

Certains des sites des restrictions ont Sgalement 
ete indiqu^s : il s'agit plus particulierement des sites 
suivants : 

B : BamHI ; E : fiSfiRI ; H: flindlll ; K: Kpn l ; Ps : Pst liPv 
: £3QlII ; S: S^l ; X: Xfaal- 

Ces sequences virales ont des parties en commun 
avec la sequence £2. Les positions relatives de ces 
parties d6termin6es par hybridation avec E2, appa- 
raissent ^galement dans les figures. 

ROD 4 est d6riv6 d'un ADN viral circulaire. ROD 27 
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et ROD 35 sont d6xiv6s de provirus int6gr6s dans un 
structure AON cellulaire. 

Enfin, on voit apparaltre dans ces figures les 
ins^rats sous-clones dans les conditions qui ont 6t6 
indiquSes plus haut et leurs positions relatives vis-A- 
vis des sequences correspondantes de ROD 4, ROD 27 et ROD 
35- 

11 s'agit plus particuli^rement des ins^xats des 
plasmides pROD 27-5', pROD 35-3', pROD- 4.6, pROD 

4.8 et pROD 4.7. 

La figure 9 est une representation des intensitds 
relatives des taches d ' hybridation qui ont ^t^ r^alisdes 
entre ROD-4 et des sous-fragments 1 4 11 respectivement 
issus des diff^rentes parties d'un ADN k chalne unique 
issu de sous-clone de Ml 3 contenant un acide nud^ique 
d6riv6 du genome entier de LAV. Les positions relatives de 
ces divers fragments vis-A-vis du genome entier de LAV 
(determine par s6quen?age) sont indiqu4es dans la partie 
inf6rieure de la figure. Le point 12 correspond 4 une 
tache t^moin r6alis6 en mettant en oeuvre un ADN t&noin du 

phage Lambda. 

Les essais d ' hybridation dans la methods de 
transfert par tache (dot-blot) ont Ste r^alis^s dans les 
conditions de faible stringence de I'exemple II. En 
utilisant 4 titre de~sonde^le-recombinant-Lambda-R0D-4- 
contenant I'ADNc total de HIV 2. Les lavages ont ensuite 
6t6 faits successivement dans les conditions suivantes : 
2 X SSC, 0:1% SDS k 25'C. (Tm -42'C), 1 x SSC, 0.1 % SDS 4 
60*C. <Tm -20'C), et 0.1 x SSC, 0.1% SDS k 60'C. 
(Tm -3*C). 

Les taches representees ont 6te obtenues aprSs 
exposition radiographique pendant 1 nuit. 



35 
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EXSWPLE lY 

Test de diaanog-fcic in vitro de la presence du virus 

dana un milieu bioloaiaue. 
MATERIEL ET METHWES 
PATIEWTS 

Las patients infectSs par HIV-2 ont et6 s6- 
lectionnSs parmi des personnes admises k I'hSipital Egas 
Moniz de LI5B0NNE pour hospitalisation ou pour consul- 
tation, entre septembre 1985 et septembre 1986. 

Pour rSaliser cette selection, tous les individus 
d'origine africaine ou ayant sSjournS en Afrique ont subi 
un test sdrologique i la fois pour rechercher la presence 
d'anticorps contre HIV-I (inuauno-fluorescence-IFA- et/ou 
ELISA) et contre HIV-2 (IFA). Seuls les patients pour 
lesquels on a prouvS serologiquement 1 ' infection avec 
HIV-2 ont 6t6 retenus dans cette 6tude, 
igQl^tj-pn <ay virug* 

Chez 12 patients, 1' isolation de HIV a con- 
duite comme on le rappelle bridvement. Les lymphocytes 
pSriph^riques sanguins des patients (PBL) ont etS stimulus 
avec PHA, cultivSs en coculture avec des PBLs normaux 
humains stimulus par PHA et maintenus en presence 
d*interleukine-2 (IL-2). Les cultures ont 6t6 contrdlSes 
afin de repSrer la presence 6ventuelle d'un effet cytopa- 
thogSnique (CPE) et afin de mesurer 1' activity de trans- 
criptase inverse (RT) dans le surnageant. 
Test d' immunofluorescence (IFA) 

Des plaques IFA ont 6t6 prSpar^es comme suit : des 
cellules MOLT-4 infectSes avec HIV-2 ont 6t6 lav6es 2 fois 
dans PBS et 6talSes sur des lames de verre IFA (10^ cel- 
lules par puits), puis s6chees & I'air et fix6es par de 
1' acetone & froid. Pour le test IFA, ces cellules ont 
soumises 4 une reaction, le s6rum de test 6tant diluS a 
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1/10, pendant 45* d 37 ^C, oxvt 6te lavees, sechfees et sou- 
mises 4 une reaction avec de la f luor sc6ine conjugate A 
des IgG, A, M anti-htimaines de ch^vre (dilu6 4 1/100) 
pendant 30 minutes k 37*C. AprSs le lavage, les cellules 
ont 6t6 color 6es avec du bleu Evans, 4 0,00€%, mont6es 
dans un melange de 90% de glycerol, 10% de PBS et 
examinees au microscope k fluorescence. 

ELISA 

Certains serums de patients ont 6t6 exaioinSs pour 
determiner la presence d'anticorps anti-HIV-1 en utilisemt 
les tests serologiques disponibles dans le commerce sous 
la denomination ELAVIA (Pasteur Diagnostics) ou ABBOTT. 
Test de r adio- immunoprecipitation (RIPA) 

Des cellules CEM infectfies avec HIV-1 ou HIV-2 ont 
et6 cultivees en presence de ^^S cysteine (200 microCi/ml) 
pendant 16 heures, Le surnageant a 6te recueilli, les 
particules virales ont 6t6 qentrifug6es et lys6es sur un 
tampon RIPA (Tris-HCI 50mM pH 7.5, NaCI 150mM, EDTA ImM, 
1% Triton XI 00, Sodium deoxy chelate 0.1%, SDS 0.1%). Pour 
chaque reaction, 50 microlitres de lysat dilu6 corres- 
pondant k 10^ cpm ont et6 mis en reaction avec 5 micro- 
litres d'un s6rum test pendant 18 heures k 4*C- Des 
complexes immuns ont €t& lies grice k une protSine A fix&e 
sur du Sepharose PHARMACIA lav6s, et filuds pendant une 
Ebullition de 2 minutes. Les antigdnes elu6s ont 6t6 
analyses par felectrophor^se sur gel SDS-polyacrylamide et 
par autographie. 
Hybridation Dot-blot 

Des virus isol6s dans des PBLs de patients ont 6t6 
centrifuges et lys6s dans Tris-HCI 10mM pH 7.5, NaCl lOmM, 
EDTA ImM, SDS 0.5%. Un microlitre de chaque lysat, c- 
orrespondant k une activity RT de 50.000 cpm a 6t6 d6pos6 
sur un support de nitrocellulose. Une hybridation et un 
lavage ont et§ realises dans des conditions de forte 
stringence: hybridation dans 6X SSC, 5X Denhart, 50% de 
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formamide, pendant 18 heures d 42*C ; t lavage dans 0.1X 
SSC, 0,1\ SDS a 65*C. On a utilise des sondes HIV-1 et 
HIV-2, marquees au 32p (activitfi sp6cifique de 10® 
cpm/microgramme) . La sonde HIV-1 correspond au genome 
5 complet de I'isolat LAVg^^^, et la sonde HIV-2 derive d'un 
ADN clon6 de 2 kilobases de I'isolat LAV-2jj^ . 

Population des na^ien-hs 

30 patients chez lesquels on d6celait une in- 

10 fection par HIV-2 par mise en Evidence s6rologique ou 
virale, ont 6t6 6tudi6s. Parmi ces 30 patients on .comptait 
12 hommes et 18 femmes. L% moyenne d'dge Stait de 35 ans 
pour un intervalle de 11 4 55 ans. Tous les patients 
excepts 1, 6taient restes plusieurs annSes en Afrique de 

^5 I'Ouest : 26 6taient nSs et vivaient en Guin6e-Bissau et 2 
§taient originaires des lies du Cap-Vert. 1 patient 6tait 
un gar^on de 11 ans de 1' Angola, qui avait v6cu dans les 
lies du Cap-Vext pendant plusieurs annSes. Le seul 
europSen de la population 6tudi6e 6tait un Portugais de 40 

2Q ans qui avait v6cu pendant 8 ans au Zaire, mais dfimentait 
tout sSjour en Afrique de I'Ouest. 
Presentation elinique 

Parmi les 30 patients, 17 avaient un SIDA, 
conforni6ment aux criteres reconnus CDC. Le sympttoe majeur 

25 Chez ces patients 6tait la diarrhSe chronique, accompagn6e 
dans la plupart des cas d'une perte de poids de plus de 10 
kg. en 1 an. Chez 10 patients la diarrhSe 6tait associ6e 
avec la presence d'une infection intestinale soudaine ; 
pour 7 cas, 1' agent pathogdne 6tait le seul Isospora 

30 belli, 1 patient 6tait atteint uniquement par 
Cryptosporidium et 2 avaient d la fois les 2 agents 
pathogdnes. Dans 3 cas, aucun agent pathogene intestinal 
inattendu n'a ete r6v616. Parmi les 17 cas de malades at- 
teints de SIDA, on a diagnostiqu6 chez 8 des candidoses 

25 oesophagiennes. 6 patients attaints du SIDA pr6sentaient 
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des symptdmes r spirat ires. Un tuberculose pulmonaire a 
§t6 diagnostiqu6e chez 2 d'entre eux et une microbact^rie 
diff 6rente non identifi^e a 6t6 d6cel6e chez I'un d'entre 
eux. 

2 patients souffraient d'une aspergilose pulmonaire 4 la 
suite d'une tuberculose. 2 aiitres patients atteints du 
SIDA pr^sentaient des phases r^currentes de pneumonie sans 
identification de 1' agent pathogdne, et 1 patient avait 
une pneumonie du type Pneumocystis carinii, qui fut dia- 
gnostiqu6e uniquement post-mortem. Quatre des 17 patients 
atteints du SIDA avaient un sarcome de Kaposis: dans 3 cas 
il est apparu comme limits 4 la peau et chez un autre 
patient un examen post-mortem a rev6l6 des lesions 
diss6min6es au niveau visceral. Des dfisordres du syst&ne 
nerveux central sont apparus chez 2 patients atteints du 
SIDA : 1 avait un lymphome c6r6bral, et 1' autre avait une 
enc6phalite subaigue de cause inconnue. 

4 patients presentaient les symptdmes du complexe li6 au 
SIDA (ARC) : 

2 avaient des lyraphadSnopathies diffuses avec fi^vre 
persistante, 1 avait une diarrhfie chronique avec perte de 
poids, et 1 avait des phases rScurrentes de bron- 
chopneumonie et des lymphadSnopathies multiples. 

Parmi les 9 patients restants, 6 n' avaient aucxin 
— symptdme— rattachable— a— l^infection_par_Hiy_, 1 — itait_ 



25 

atteint uniquement d'une tuberculose pulmonaire , 1 avait 
uniquement des lymphadenopathies diffuses persistantes et 
1 prSsentait une syphillis neurologique . Pendant la p6- 
riode d'Stude de 12 mois, 7 patients sont morts, tous 
2Q presentemt un SIDA. 

Cheque patient fait I'objet d'au moins tin test 
s6rologique pour rechercher la presence d'anticorps centre 
a la fois HIV-1 et HIV-2. Tous les s6rums des patients ont 
35 6t6 testes par test IFA afin de rep6rer les anticorps 
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contr HIV-2 e-t t us se s r6v616s posi-bifa. Parmi eux, 
21 furent aussi testes pour les anticorpa centre HIV-2 par 
un test RIPA : tous ont pr^cipitS de fagon claire la 
glycoprotSine de haut poids molSculaire de l*enveloppe du 
J virus, dSsignSe par 9p140r et 16 d'entre eux ont r^agi 
Sgalement avec la protSlne majeure du noyau p26, alors 
qu'une seulement rSagit avec une autre protdine virale du 
noyau, d^signSe par p16. 

Dans ces s4rums on a recherche la presence d'an- 
ticorps pr&sentant des reactions croisSes avec HIV-I en 
utilisant les diffSrents tests. Un test IFA a &t6 utilise 
pour 24 serums : 12 sont n^gatifs, 10 sont faiblement 
rSactifs, et 2 positifs. Dans un test ELISA, 21 scrums ont 
StS testes : 16 ^taient n^gatifs, et 5 6taient positifs. 
^5 Finalement, on a recherche dans 11 scrums la presence 
d'anticorps contre les prot^ines de HIV-1 par la m^thode 
RIPA. 

3 d'entre eux n'ont absolunent pas rSagi, et ceci avec 
aucune protSine virale, 2 seulement ont pr6cipit£ avec la 

2Q protSine p34, issue du gSne pol, et 5 ont r4agi avec la 
protSine p25, protSine majeure du noyau. 2 scrums ont 
r^agi seulement faiblement avec la glyco-prot§ine gpllO de 
I'enveloppe du virus HIV-1. Ces deux scrums ainsi que tous 
les serums positifs lors des tests IFA ou ELISA concernant 

25 les anticorps anti HIV-1 ont r£agi fortement avec la gp140 
de HIV-2 dans un test RIPA, indiquant une infection avec 
HIV-2 plutdt qu'avec HIV-1. Seulement 1 patient, qui n'est 
pas inclu dans la population StudiSe, a 6t6 reconnu sSro- 
logiquement comme 6tant infect6 par HIV-1 et non par 

30 HIV-2. Ce patient 6tait une femme de 21 ans de I'Afrique 
Centrale (lie Sao Tome) pr6sentant un SIDA. 
Isolation du virus 

L* isolation des virus dans les lymphocytes 
p6riph6riques du sang a 6t6 pratique sur 12 patients: Un 
35 HIV a 6t6 isol6 chez 11 d'entre deux, grace k la presence 
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d'un effet cytopathogenique, t i la mesure d'un pic des 
particules associfies d 1' activity de transcriptase inverse 
dans les surnageants de culture. 

Ces 11 isolats ont 6t6 identifies comme 6tant des 
isolats de HIV-2 en utilisant la technique d ' hybridation 
"dot-blot". Les taches virales obtenues k partir de 10 
isolats ont montr6 une hybridation forte dans les condi- 
tions stringentes d ' hybridation et de lavage avec une 
sonde HIV-2 deriv6e d'un ADNc clon6 de HIV-2, alors 
qu'aucune d ' entre-elles n'hybridait avec les sondes HIV-1 
dans les m§mes conditions, Un isolat hybridait geulement 
faiblement avec une sonde HIV-2, mais n'hybridait pas avec 
une sonde HIV-1 . 

Ev^luatAon immttngaroqiiqu^ 

13 patients ont 6t6 Studies pour ^valuer le nombre 
de leurs lymphocytes circulant identifies comme 6tant des 
cellules T auxiliaires (helper) (CD4+) et le rapport de : 
cellules T auxiliaires /cellules T suppresseur- Parmi ces 
patients, 11 avaient un SIDA : leurs nombres de cellules T 
auxiliaires etait de 243 k 300 par microlitre, et leur 
rapport cellules T auxiliaires/ cellules T suppresseur 
moyen 6tait de 0,25 a 0,15. 1 patient pr6sentait des 
signes cliniques de ARC, avait un nombre de lymphocytes T 
helper de 240/microlitre et un ratio de 0,18, Un autre 
"patient^ — pr6sentant — une — ^syphillis-neurologique-et-aucun 
symptdme li6 de fagon 6vidente d HIV, avait un nombre de 
lymphocytes T helper de 690 par microlitre et un ratio de 
0.82. 

PIscyggioH 

Dans cette etude, 1' infection par HIV-2 a 6te mise 
en evidence chez 30 patients africains d'Afrique de 
1' Guest prSsentant soit un SIDA, soit des sympttoes du 
complexe ARC ou n'ayant aucun signe clinique rattache au 
SIDA. Les resultats permettent neanmoins de conclure du 
fait que HIV-2 doit ^tre consideri comme un ag nt 
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6thiologique majeur du SIDA ch z les pati nts d*Afxique de 
1' Quest. Les rfisultats s^rologiques et viraux qui ont 6t6 
observes indiquent que 1* infection par HIV-2 n'6tait pas 
souvent associ6e avec xine infection par HIV-1 parmi ces 
patients . 

En d6pit de differences antig6niques et g6n6tiques 
importantes, HIV-1 et HIV-2 pr6sentent un tropisme 
similaire pour les lymphocytes T CD4+, ont des effets 
cytopatogdnes similaires, une morphologie similaire, et 
partagent des Epitopes d * immunor eaction communs pour 
certaines de leurs prot6ines constitutives . 

Dans la mesure od tous les patients d'Afrique de 
!• Quest, infect^s avec HIV et 6tudi6s ici ont 6t6 reconnus 
comme 6tant infectfes par HIV-2 alors qu'aucun n'6tait 
infecte par HIV-1, le nouveau virus HlV-2 pourrait fetre la 
cause majeure du SIDA en Afrique de 1 'Quest. 

Les symptdmes du SIDA li6s & HIV-2 ne sont pas 
diff6rents de cexix du SIDA lies k HIV-1 en Afrique Cen- 
trale : Le symptdme le plus commun consiste dans des 
diarrheas chroniques, avec perte importante de poids, 
troubles dils la plupart du temps a Isospora belli et/ou 
Cryptosporidium. La frequence d'autres infections sou- 
daines, telles que des candidoses, des microbact6ries 
(incluant M. tuberculosis) et des toxoplamoses comparable 
k ce que I'on reconnaissait chez les Africains attaints 
d'un SIDA li6 k HIV-1. La pnetunonie du type Pneumocystis 
carinii, consider 6e comme une complication trSs commune 
Chez les malades attaints du SIDA aux USA et en Europe, a 
etd d^celSe seulement une fois lors de notre Stude, et des 
m6ningites de type cryptococcal n'ont pas 6t6 d6tect6es. 

Neanmoins, les anomalies immunologiques dScelSes 
parmi des patients attaints de SIDA liS & une infection 
par HIV-2 sont identiques k celles decrites lors de SIDA 
li6 k HIV-1.. 
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Parmi les 30 pati nts qui poss6daient dans leuz 
s^xum des anticoxps r6agissant av c les antigSnes HIV-2, 
seuls 7 d'entxe-eux avaient des anticorps sp6cifiques 
contrc HIV-1 d6tectables par des tests IFA ou ELISA. Lors 
d'un test RlPA, on observe que ces 7 patients presentent 
des anticorps rdagissant contre les prot6ines majeures du 
noyau p25 (HIV-1) ou p26 (HlV-2)r 

qui ont en conmun des epitopes foxtement immunor^actifs. 5 
patients ne presentent pas de tels anticorps : ces 5 
patients ont des reponses negatives k des tests ELISA 
vis-d-vis de HIV-1. 2 d'entre eux ont des reponses ne- 
gatives a des tests IFA et 3 d'entre eux ont des reponses 
tris faibles. Cependant, bien que certains d'entre eux 
n'aient pas ete totalenent Studies, 9 patients ont 6t6 
observes qui possSdaient dans leur s6rtun des anticorps de 
la proteine virale p26 du noyau de HIV-2 et qui pr6sen- 
taient une reaction faible ou.une reaction negative 4 des 
tests IFA ou ELISA sp^cifiques de HIV-1. Ces r6sultats 
font ressortir 1 'importance de 1 ' incorporation d'antigSne 
HIV-2 dans des tests s6rologiques HIV utilises en Afrique 
et peut-etre dans d'autres endroits. 

Un retrovirus a 6t6 isol§ des lymphocytes p6ri- 
Ph6riques de 11 patients. Dans tous les cas la croissance 
virale a 6t§ obtenue en 2 semaines, caract6ris6e par la 
presence d'une activity de transcriptase inverse dans le 
surnageant de culture et par un effet cytopatogfinique . 
Cependant, cet effet cytopatog6nique est apparu d' impor- 
tance variable pour les diff^rents isolats : certains 
isolats pr6sentaient un nombre important de syncytia de 
grande taille accompagnd d'une lyse cellulaixe importante, 
alors que d'autres pr6sentaient seulement peu de syncytia 
de taille limit6e, et affectant rarement la viedsilitS de 
la culture. 

Tous les ARNs sauf celui d'un unique isolat 
hybrident avec une sonde. d6riv6e d'un ADHc clon6 de HIV-2 
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repx^sentan-k la tezminaison 3' du genome, dans des 
conditions de fortes stzingences. Aucun n'hybride avec une 
sonde HIV-1 dans les m&mes conditions. Ceci dexaontre que 
les isolats infectant ces patients appartiennent au mdme 
type de virus. Un isolat seulement hybride mais rarement 
avec une sonde HIV-2 & la fois dans des conditions de for- 
te et de faible stringence, et n' hybride pas avec HIV-1. 
Ce virus a cependant 6t6 isol6 chez un patient possSdant 
dans son sSrum des anticorps capables de r6agir avec tous 
les antigSnes de HIV-2 lors d'un test RIPA. 

D'une fagon g6n6rale, 1' invention concerne, outre 
le virus HIV-2 et ses variants, tout virus Equivalent 
infectieux pour I'homme presentant des caractgristiques 
immunologiques propres au HlV-2. D'une fa^on gen6rale, 
1* invention concerne tout virus qui, outre les propri6t6s 
que possede les virus HIV-2 d6pos6s 4 la CNCM, presente 
encore les caractEristiques suivantes . 

La cible pr6f 6rentielle du retrovirus HIV-2 est 
constitute par les cellules Leu 3 (ou lymphocytes T4) 
humaines et pour des cellules "immortalistes" deriv6es de 
ces lymphocytes T4, par exemple les cellules des lign6es 
HnT-78 considtrtes dans le cadre de cette demande. En 
d'autres termes, il a un tropisme sp6cifique pour ces 
cellules. II peut ^tre cultiv6 dans des lign6es permanen- 
tes du type HUT, CEM, MOLT ou analogue exprimant la 
prot6ine T4. II n'est pas infectieux pour les lymphocytes 
T8. II est cytoxique pour les lymphocytes T4 humains. Le 
caractdre cytopathique des virus HIV-2 k l'6gard des 
lymphocytes T4 se manifeste notamment par 1' apparition de 
cellules multinuclees . II a une activity de transcriptase 
inverse n6cessitant la presence d'ions Mg^"*" et pr6sentant 
une forte affinity pour le poly (ad6nylate-oligod6oxy- 
thymidylase ) ( poly ( A ) -oligo 

(dT) 12-18). 11 a un density d' environ 1,16 dans un 
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gradient de sucrose. II a un diamStre noyen de 140 
nanometres et un noyau ayant un diametre moyen de 41 
nanometres. Les lysats de ce virus contiennent une pro- 
t6ine p26 qui ne croise pas immune logiquement avec la 
proteine p24 du virus HTLV-I ou du virus HTLV-11. Ces 
prot6ines p26 pr6sentent done un poids mol6culaire un peu 
plus 61ev6e (d' environ 1000) que les p25 correspondantes 
des HIV-1 et un peu moins 61ev6ed (de nouveau de I'ordre 
d' environ 1000) que les p27 correspondantes des SIV. Les 
lysats de HIV-2 contiennent en outre une prot6ine p1€ qui 
n'est. pas reconnue immunologiquement par la prot6ine pi 9 
de HTLV-I ou de HTLV-II dans des essais de radioimmuno- 
pricipitation RIPA (abr6viation de 1' expression anglaise 
-radioimmunoprecipitation assay-). Us contiennent en 
outre une glycoprot6ine d'enveloppe ayant un poids 
moleculaire de I'ordre de 130.000-140.000 qui ne croise 
pas inanunologiquement avec la gp 110 du HIV-1 , mais qui. 
par contre, croise immunologiquement avec la glycoprotfiine 
d'enveloppe gp140 de STLV-III. Ces lysats contiennent 
encore des prot6ines ou glycoprot6ines , marquables par la 
2^S-cysteine, ayant des poids moleculaires respectivement 
de I'ordre de 36.000 et 42.000-45.000. L'ARN g6nomique de 
HIV-2 n'hybride pas avec I'ARN gfinomique de HIV-1 dans des 
_conditions__str ingentes^ Dans des conditions non strin- 
gentes, il n'hybride, ni avec la sequence nucl6otidique 
derivie de HIV-1 et contenant le gene SBS. et le LTR qui le 
jouxte. En particulier il n'hybride pas avec la sequence 
de nucleotides 5290-9130 de HIV-1, ni avec des sequences 
de la region ssl du genome de HIV-1, en particulier avec 
la sequence de nuclSotides 2170-2240. Dans des conditions 
non stringentes, il hybride faiblement avec des sequences 
de nucleotides de la rSgion de HIV-1, notamment les 
sSquences de nucleotides 990-1070 et 990-1260. 

Il est a remarquer que tout retrovirus infectieux 
pour I'homme susceptible d'induire un SIDA ayant les 
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pxopri6tes ss ntielles susdit s ei: dont I'ARN g^nomique 
est susceptible de s'hybrider dans les conditions 
stringentes avec ceux des souches virales de HIV-2 
d&po3€e3 d, la CM. CM. (ou avec un cADN ou fragment de 
cADN d6riv6s de ces ARNs gSnomiques doit Stre consid6r6 
comme un Equivalent de HIV-2. 

L' invention concerne encore chacun des antigSnes, 
notamment proteines et glycoprot^ines 4 l*6tat purifie, 
tels qu'ils peuvent 4txe obtenus 4 partir de HIV-2. On 
parle de prot6ines ou glycoprot^ines "purifi6es" lorsque 
ces prot6ines ou glycoprotfiines ne conduisent respecti- 
vement qu*A des bandes uniques en Electrophorese sur gel 
de polyacrylamide , notamment dans les conditions exp6ri- 
mentales qui ont 6t6 indiqu6es plus haut. Tout proc6d6 
approprifi de separation et/ou de purification pour obtenir 
chacune d'entre elles peut ^tre utilis6. On mentionnera 4 
titre d'exemple de technique pouvant fitre mise en oeuvre 
celle d6crite par R.C MONTELARO et Coll., J. of Virology, 
juin 1982, pp. 1029-1038, 

D'une fagon g6n6rale, 1' invention concerne tous 
antigenes, notamment proteines, glycoprot6ines ou polypep- 
tides issus d ' un HIV-2 et ayant des propri6t6s 
immunologiques Squivalentes a ceux ou celles du HIV-2. 
Deux antigdnes sont dits "Equivalents" dans le cadre de 
cet exposE, des lors qu'ils sont reconnus par les mimes 
anticorps, notamment d'anticorps isolables d partir d'un 
serum obtenu & partir d'un patient ayant fait une 
infection avec un HIV-2, ou des lors qu'ils rEpondent aux 
conditions " d ' Equivalence immunologique " indiquEes 
ci-apres . 

Parmi les polypeptides, protEines ou glycoprotEi- 
nes Equivalents, doivent Etre rangEs des fragments des 
antigenes qui precedent (ou des ppeptides reconstituEs par 
synthEse chimique), dEs lors qu'ils donnent lieu k des 
rEactions immxin logiques croisEes avec les antigEnes dont 
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ils sont d6riv6s. En d'autres termes, 1' invention concexne 
tout polypeptide ayant, en conuaun avec les susdits anti- 
gSnes, des Epitopes identiques ou semblables, susceptibles 
d'etre reconnus par les mhmes anticorps. Font partie de ce 
dernier type de polypeptides les produits d' expression de 
sequences correspondantes des ADNs codant pour les 
sequences polyp eptidiques correspondantes. 

Le virus HIV-2 s'est av6r6 utilisable comme source 
d'antigSnes pour la detection d' anticorps chez toutes 
personnes ayant 6t6 nises en contact avec le virus HIV-2. 

D'une fa^on g6n6raler 1* invention concerne toute 
composition utilisable pour le diagnostic de la presence 
dans un s^rum fluide biologique, notamment de personnes 
ayant 6te mises au contact de HlV-2, d' anticorps contre 
I'un au moins des antigSnes de HIV-2. Cette composition 
peut €tre appliqu6e au diagnostic s61ectif de la vari^t6 
correspondante du SIDA, en mettant en oeuvre les techni- 
ques de diagnostic, telles que dScrites dans la demande de 
brevet europ6en cit6e ci-dessus, si ce n'est que I'on 
utilise des extraits, lysats ou encore antigines purifies 
de HIV-2 au lieu de ceux de HIV-I. A cet 6gard, 1' inven- 
tion concerne plus paxticuli4reinent des compositions con- 
tenant I'une au moins des prot^ines pi 2, pi 6, p2€, s'agis- 
ssmt des prot^ines internes, ou I'une au moins des 
~g lycoprot "6ines — p36 — ou — gp140i; — On— mentionnera— 4— titre 
d'exemples de compositions, * celles qui contiennent 
simultanSment : 

- la p2€ et la gp36, 

- la p26, les p36 et gp140 

- les p12, p16 et p26, 

- les p16, p26 et gp 140 

II va de soi que ces compositions n'ont que valeur 
d'exemples. En particulier, 1' invention concerne les ex- 
traits ou lysats viraux contenant 1 ' ensemble de ces pro- 
tiines et/ou glycoprotfeines ou toutes fractions dont 
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aiironi: au prSalable sSparees une ou plusieurs des pro- 
tfiines ou glycoprotein s susdites. 

L* invention concerne encore des compositions asso- 
ciant des protSines et/ou glycoprot^ines d'un HIV-2, avec 
des proteines et/ou glycoprot6ines d'un HIV-1r par 
exemple : 

- soit des protdines du noyau (core) de HIV-1 et 
de HIV-2, notamment les p25 d'un HIV-1 et p26 d'un HIV-2r 
ou encore soit la p18 d'un HlV-1 et la p16 d'un HIV-2,. 

- soit des glycoprotSines d'enveloppe d'un HIV-1 
et des glycoprot^ines d'enveloppe d'un HIV-2, notamment la 
gpllO de HIV-1 et la gp140 de HIV-2, ou encore la p42 de 
HIV-1 et la p36 ou p42-45 de HIV-2, 

- soit naturellement des melanges de prot§ines 
et/ou glycoprot6ines d'un HIV-1 et de protfiines et/ou 
glycoprot6ines d'un HIV-2. 

De telles compositions, utilis^es pour le diag- 
nostic, permettent par consequent des operations de diag- 
nostic du SIOA ou des symptdmes qui lui sont associ^s, qui 
s'etendent sur un plus large spectre des agents etiologi- 
ques responsables . II va sans dire que 1 'utilisation pour 
les operations de diagnostic de compositions qui ne con- 
tiennent que des proteines et/ou glycoproteines de HIV-2 
n'en reste pas moins utile pour des diagnostics plus se- 
lectifs de la cat6gorie de retrovirus qui peut fetre tenue 
pour responsable de la maladie. 

L' invention concerne encore les AONs ou fragments 
d'ADNs, plus particulierement ADNs et fragments d'ADNs 
clones obtehus & partir de I'ARN ou de cADNs d6riv6s de 
I'ARN du retrovirus HIV-2 • L' invention concerne encore 
particulierement tous ADNs equivalents, notamment tout ADN 
presentant des homologies de sequences avec I'ADN du 
HIV-2, en particulier avec les sequences codant pour les 
regions env et poJ, de la souche de HIV-2 deposee i la 
C.N. CM., au moins egales k 50\, de preference & 70\, et 
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plus avantag usement encore 4 90 \. D'un fa^on g6ii6rale, 
on dira encore que 1' invention concerne tout ADN (ou ARN) 
6quivalent capable d'hybrider aVec I'ADH ou I'ARN du HIV-2 
dans la technique du "spot blot" dans des conditions non 
stringentes telles que d^finies ci-dessus. 

L' invention concerne de la m€me fa^on les sfirums 
susceptibles d'etre produits chez 1' animal par inoculation 
Si celui-ci de HIV-2. L' invention concerne done plus par- 
ticuliSrement les anticorps polydonaux plus sp6cifique- 
ment orient6s centre chacun des antigSnes, notannent pro- 
tiines ou glycoprotfeines du virus. Elle concerne aussi les 
anticorps monoclonauac qui peuvent etre produits par des 
techniques classiques, ces anticorps monoclonaux 6tant 
orientes respectivement plus spficifiquement centre les 
diff^rentes prot6ines du HIV-2. 

Ces anticorps polyclonaux ou monoclonaux sont uti- 
lisables dans diff^rentes applications. On mentionnera 
essentiellement leur utilisation pour neutraliser les 
protSines correspondantes . voir inhiber 1 • inf ectivit6 du 
virus entier. Us peuvent 4galement 6tre utilises, par 
exemple, pour mettre en Evidence des antigenes viraux dans 
les preparations biologiques ou pour r6aliser des opera- 
tions de purification des proteines et/ou glycoproteines 
correspondantes, par exemple par leur utilisation dans des 

rniQTines d e chromatographic d'affinitfe. 

II est entendu que, d'une facon g6n6rale, la lit- 
t6rature technique disponible (notamment celle dont les 
references bibliographiques sont rappel6es dans le cadre 
de la prSsente description) en ce qui concerne le HIV-1 et 
le virus d§nomme HTLV-IlI doit Stre considerSe comme 
faisant partie de la pr6sente invention, des lors que les 
techniques decrites par cette littSrature s'appliquent 
dans des conditions semblables d I'isolement du virus 
HIV-2 ou de virus equivalents, 4 1 'obtehtion 4 partir de 
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ces virus d leurs diff brents constituants (notamment pro- 
tSineSr glycoprotSines , polypeptides, acides nuclSiques). 
On peut ^galement faire appel aux enseignements de cette 
litt6rature technique pour ce qui est de 1 'application des 
diff brents constituants concern^s, notamment 4 des opera- 
tions de diagnostic des formes correspondantes de SLA ou 
de SIDA. 

La prisente invention concerne plus particuliere- 
ment un proc6d6 de diagnostic in xitxa du SIDA, qui com- 
prend la mise en contact d'un s6rum ou d'un autre milieu 
biologique provenant d'un malade faisant I'objet du diag- . 
nostic avec une composition contenant l*une au moins des 
prot6ines ou glycoprot6ines du HIV-2r ou encore un extrait 
ou lysat du virus, et la detection de la r6action immuno- 
logique. Des exemples de telles compositions ont 6te 
indiqu^s plus haut. 

Des methodes pr^f erSes mettent en jeu par exemple 
des reactions immunoenzymatiques de type ELISA ou d'immu- 
nof luoresence. Les titrages peuvent €tre des mesures par 
immunofluorescence directe ou indirecte ou des dosages 
immunoenzymatiques directs ou indirects. 

Ainsi la pr6sente invention est 6galement relative 
k des extraits de virus (soit d'un extrait d'un ou plu- 
sieurs HIV-2 seulement, soit d'un melange d' extraits 
originaires d'un ou plusieurs HIV-2, d'une part, et d'un 
ou plusieurs HIV-1, d' autre part), ces extraits §tant 
marqu6s. On peut utiliser tout type de marqueur appropri6 
: enzymatique, fluorescent, radioactif , etc. . 

be tels titrages comprennent par exemple : 
le depdt de quantit^s determin6es de 1' extrait ou des 
compositions vis^es conformes k la pr6sente invention dans 
les puits d'une microplaque de titrage ; 

1 ' introduction dans ces puits de dilutions croissantes 
du sSrum contenant essentiellement les anticorps dont la 
presenc doit etre d^tect^e in vitro ; 
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- 1" incubation de la microplaque ; 

- le lavage soign ux d la micxoplaqu avc un tampon ap- 
pzoprie ; 

- !• introduction dans les puits de la microplaque d' anti- 
corps marqu6s sp6cifiques d'immunoglobulines humaines, le 
marquage 6tant r6alis6 par une enzyme choisie parmi celles 
qui sont capables d'hydrolyser un substrat de telle sorte 
que ce dernier subit alors une modification de son absorp- 
tion des radiations, au moins dans une bande de longueurs 
d'ondes d^terminSe et 

- la detection, de pr6£6rence de fagon comparative par 
rapport k un t6moin, de 1' importance de I'hydrolyse du 
substrat en tant que mesure des risques potentiels ou de 
la presence effective de la maladie. 

La prSsente invention est 6galement relative 4 des 
n6essaires ou "kits" pour le diagnostic ci-dessus, les- 
quels comprennent : 

- un extrait ou une fraction plus purif i6e des types de 
virus indiqu6s ci-dessus, cet extrait ou fraction etant 
marqu6, par exemple de facon radioactive, enzymatique ou 
immunofluorescence ; 

- des anti-immunoglobulines humaines ou une prot6ine A 
(fix6e de facon avantageuse sur un support insoluble dans 
I'eau, tel que des billes d' agarose) ; 

un— extrait de lym phocytes obtenus 4 partir d'une 

personne en bonne sant& ; 

- des tampons et, le cas 6ch6ant, des substrats pour la 
visualisation du marquage. 

De ce qui prScdde, il rfisulte que 1' invention 
concerne le diagnostic du virus HIV-2 ou d'un variant 
gr4ce a la mise en oeuvre des sondes decrites prec6demment 
dans un proc6d6 faisant appel k diff ^rentes Stapes 
rappelees ci-apres, ces Stapes etant specif iquement pr6- 
vues pour faire apparaltre les propri^tSs caract6ristiques 
du virus HIV-2. 
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L' invention concerne naturellement aussi 1' uti- 
lisation d s cADNs ou de leurs fragments (ou de recom- 
binants les contenant) en tant que sondes, pour le diag- 
nostic de la presence ou non de virus HIV-2 dans des 
6chantillons de scrums ou d'autres liquides ou tissus 
biologiques obtenus 4 partir de patients suspectfis d'fetre 
porteurs du virus HIV-2. Ces sondes sont de pr6f6rence 
marqu6es 6galement (marqueurs radio-actif s , enzymatiques , 
fluorescents, etc.). Des sondes particuliferement 
interessantes pour la mise en oeuvre du proc6d6 de 
diagnostic du virus HIV-2 ou d'un variant de HIV-2 peuvent 
&tre caract6ris6es en ce qu'elles comprennent la totality 
ou une fraction de I'ADNc complfimentaire du genome du 
virus HIV-2 ou encore notanment les fragments contenus 
dans les divers clones identifi6s ci-dessus. On 
mentionnera plus particulierement une fraction de I'ADNc 
de HIV-2 contenu dans le clone E2, plus particulidrement 
la sequence de I'extr6mit6 3' (LTR) et/ou de I'extr6mit6 
5' de la sequence HIV du clone E2 pr6cit§, ou encore 
I'ADNC contenant la region £mc, de I'ADNc du virus HIV-2. 

Les sondes mises en oeuvre dans ce proced6 de 
diagnostic du virus HIV-2 et dans les kits de diagnostic, 
ne sont en aucune fagon rfiduites aux sondes d6crites 
pr6c6demment. Elles comprennent au contraire toutes les 
sequences nucliotidiques issues du g6nome du virus HIV-2, 
d'un variant de HIV-2 ou d'un virus proche par sa 
structure, dds lors qu' elles permettent la detection dans 
des fluides biologiques de personnes susceptibles de 
d6velopper un SIDA d'anticorps dirigSs centre un HIV-2. 
Naturellement 1* utilisation de sequences nucleotidiques 
issues d'un HIV-2, initialement infectieux pour I'homme, 
est n4aiunoins pr6f6r6e. 

La detection peut 6tre r6alis6e de toutes fagons 
en soi connues, notamment par une mise en contact de ces 
sondes soit avec les acides nuclSiques obtenus 4 partir 
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des cellules contenues dans ces s^xums ou autr s mill ux 
biologiquesi par exemple liquides c6phal -rachidiens, 
salive, etc., soit avec ces milieux eux-m^mes dds lors 
que leuxs acides nucl6iques auront 61:6 rendus accessibles 
k 1 • hybridation avec ces sondes, et ce dans des condition^ 
permettant 1 • hybridation entre ces sondes et ces acidea 
nucl6iques et par une detection de 1 ' hybridation 
Sventuellement produite. Le susdit diagnostic mettant en 
jeu des reactions d ' hybridation peut 6galement &tre rea-. 
Iis6 a I'aide de melanges de sondes respectivement origi- 
naires d'un HIV-1 et d'un HIV-2, dds lors qu'il n'est pas, 
necessaire de faire une difference entre le type de virus 

HIV recherch6. 

D'une fa^on gSnerale^ le proc6d6 de diagnostic de 
la presence ou non du virus HlV-2 ou d*un variant dans des 
6chantillons de s6rums ou d'autres liquides ou tissus 
obtenus k partir de patients suspect6s d'etre porteurs du 
virus HIV-2 comprend les 6tapes suivantes : 

1) la fabrication d'un sonde mar qu6e, 

2) au moins une 6tape d ' hybridation conduite dans 
des conditions stringentes, par mise en contact de I'ADN 
de cellules de 1 ' 6chantillon du patient suspect avec 
ladite sonde, marquee sur xxne menmbrane appropri6e, 

3) le lavage de ladite membrane avec une solution 
— assurant — la-conservation-de-ces-conditions-stringentes-de 

1' hybridation, 

4) la detection de la presence ou non du virus 
HIV-2 par une mfethode d ' immunodetection . 

Dans un autre mode de realisation prSf er6 du 
precede selon 1' invention 1 ' hybridation precitee est 
conduite dans des conditions non stringentes et le lavage 
de la membrane est realise dans des conditions adaptees a 
celles de 1 'hybridation. 

L* invention * concerne en particulier les virus 
HIV-2, caracterises par le fait que leur ARN viral est en 
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correspondanc avec tin ADNc dont les regions contenaut les 
gSnes gag et env comportent respectivement les sequences 
nucl6otidiques qui suivent (GAGRODN et ENVRlf) • Elles r6- 
sultent du s6quencage des regions correspondantes de 
I'ADNc correspondant au genome de HIV-2 ROD, Elles sont 
mises en correspondance avec les acides amines qu' elles 
codent . 
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GACaODS 



MetGlyAlaArgAsnSerValLeuArgGlyLysLysAIaAspGlu 
ATGG6CGCGAGAAACTCC6TCTTGAGAG6GAAAAAA6CAGAIGAA 

LeuGluArglleArgLeuArgProGljGlyLysLysLysTyrArg ' 
TTAGAAAGAATCAGGTTAC66CCCGGGG6AAA6AAAAAGTACAG6 

• ' • * ' m ' • . « 

LeuLysHisIleVallrpAlaAlaAsnXysLeuAspArgPheGIy 
CTAAAACATATTGTGTGGGCAGCGAATAAAIXGGACAGATTCGGA 

100 . \ . . . 

LeuAlaGluSerLeuLenGluSerlysGluGlyCysGlnLysZle 
10 TTAGCAGAGAGCCTGTIGGAGTCAAAAGAGGGXTGTCAAAAAAtT 

LeuThrValLeiiAspFroHetVa IProThrGlySerGluAsnLeu 
CXTACAGTTTTAGATCCAAXGGTACCGACAGCTTCAGAAAATTTA 

200 - • . . • 

LysSerLeuFheAsnXhrValCys Va.tIIeXrpGysIleEisAla 
AAAAGXCXXXTXAAXACXGXCXGCGTCAXXXGGXGCAXACACGCA 

GlaGlnLysTalLysAspThxGIuGIyAlaLysGlnlleValArg 
GAAGAGAAAGTGAAAGAIACTGAAGGAGCAAAACAAATAGTGCG6 

••• - •. . . -aoa - • 

AxgEisLeuValAlaGlallirGIyTh'rAlaGIuLysHecProSer 
AGACATCTAGT6GCAGAAACAGGAACTGCAGAGAAAAXGCCAAGC 

• • • • 
ThrSerArgPzoThrAIaFroSerSerGIuLysGlyGlyAsnXyr 

20 ACAA6TAGACCAACA6CACCATCTAGC6AGAAG6GAG6AAATTAC 

400 

PzoValGlnEisTalGlyGlyAsntyrTbrHlsXleProLeuSer 
CCAGT6CAACAT6TA66CC6CAACTACACCCATATACC6CI6A6T 

• • 

ProArgTlirLeuAsoAlaXrpTalLysLeaValGlaGIuLysLys 
CCCCGAACCCXAAAXGCCXGGGXAAAAXXAGXAGAGGAAAAAAAG 

PheGlyAl361u7al7aIFroGlyFheeinAlaLeuSerGIuGly 
XXCGGGGCAGAAGXAGXGCCAGGAXXXCAGGCACXCXCAGAAGGC 
500 » • • . • 

Cy3XbrProXyrAspIleA8QGlnMetI.euAsaCys VaLGIyAsp 
XGCAGGCCCXAXGAXAXCAACCAAAXGCXXAAXXGXGXGGGCGAC 

HisGlnAIaAlaHeCGlnllelleArgGIallelleAsnGIttGltt 
30 CAXCAAGCAGCCAXGGAGAXAAXCAGGGAGAXXAXCAAXGAGGAA 

600 . . « , « 
AlaAXaGIuI^^AspValGlnHiaPrblleProGlyProLeuPro"^' 
GCAGCAGAAtGGGAXGXGCAACAXCCAAXACCAGGC 

AlaGlyGlirLettArgGluProArgGlySerAapIleAlaGlyXhr 
GCGGGGCAGCTXA6AGAGGCAAGGGGAXCXGACAXAGCAGGGAGA 
oc • • 700 • . • 

XbrSerXlirValGluGlttGlnlleGlnXrpHetPheArgProGla 
ACAAGCACAGTAGAAGAACAGAXCCAGXGGAXGXTXAGGCCAOAA 



wo 87/04459 



PCT/FR87/0002S 



59 



10 



AsiiProValProValGljAanlleTyrArgArgTrpIleGlnlL* 
AAICCTGTACCAGTAGGAAACATCTATA6AAGAIGGATCCAGATA 
• • 800 • 

GlyLeuGlnLysCysValArgMetTyrAsnProThrAsalleLeu 
GGATIGCAGAAGT6TGTCAGGAIGTACAACCCGACCAACATCCTA 

• ♦ • • 
AapIleLysGloGly?roLysGIu?roPheGIaSerTyr7alAsp 
GACATAAAACAGGGACCAAAGGAGCCGTTCCAAAGCTAIGTAGAI 

• • • • 900 

ArgPheTyrLysSerLeuArgAlaGluGlaThrAspProAlaVal 
AGAITCTACAAAAGCXTGAGGGCAGAACAAACAGATCCAGCAGTG 

• • • • • ♦ 
LysAsnTrpHetTbrGliiThrLeuLeaValGlnAsnA'laAsnPro 
AAGAAXTGGATGACCCAAACACXGCTA6TACAAAATGCCAACCCA 



AspCysLysLeuValLeuLysGlyLeuGlyUe tAsnProThrLeo 

•<;actgtaaattagtgctaaaaggactagggatgaacccxacctta 

1000 • • . 

GluGluHetLeuXhrAlaCysGlnGlyValGlyGlyProGlyGltt 
15 GAAGAGAXGCXGACCGCCXGXCA6GGGGXAGGXGGGCCAG6CCAG 
• ' " • • # 

LysAlaArgLeuHetAlaGluAlaLeuLysGluVallleGlyPro 
AAAGCXAGAXXAAXGGCAGAGGCCCXGAAAGAGGXCAXAGGACCT 
HOO . • . . 

AlaProIIeProPheAlaAlaAlaGlnGlnArgLysAlaPheLys 
GCCCCXAXCCCAXXCGCAGCAGCCCAGCAGAGAAAGGCAXXXAAA 
20 • • • #*•'*•' 

CysXrpAsxiCysGIyLysGluGIyHisSerAlaArgGlnCysArg 
XGCXGGAACXGXGGAAAGGAAGGGCACXCGGCAAGACAAXGCCGA 

1200 

AlaProArgArgGl&GlyCysXrpLysCysGlyLysProGlyHis 
GCACCXAGAAG6CAGGGCX6CXG6AAGXGXG6XAAGCCAGGACAC 

• • * • •* • 
IleUetXhrAsnCysProAspArgGlnAlaGlyPheLeuGlyLett 

25 AXCAIGACAAACXGCCCAGAXAGACAGGCAGGXXXXXXAGGACXG 

1300 

GlyProIrpGlyLysLysProArgAsnPheProValAlaGlnVal 
GGCCCXXGGGGAAAGAAGCCCCGCAACXXCCCCGXGGCCCAAGXX 

• • • • • " 
ProGlnGlyLeuXhrProXhrAlaProProValAspProAlaVal 
CCGCAGGG6CXGACACCAACAGCACCCCCAGXGGAXCCAGCAGX6 

30 . ' ' • • • • " 

AspLeuLeuGluLysXyrZIetGlnGlnGlyLysArgGlnArgGlo 

GAXCXACXGGAGAAAXAXAXGCAGCAAGGGAAAAGACAGAGAGAG 

1400 • - • 

GlnArgGluArgProXyrLysGluValXhrGluAspLeoLeuHis 
CAGAGAGAGAGACCAXACAAG6AAGXGACAGAGGACXXACXGCAC 

• • • • 

LeuGluGlnGlyGluXhrProXyrArgGluProProXhrGluAsp 
35 CXCGAGCAGGGGGAGACACCAXACAGGGAGCCACCAACAGAGGAC 
' • 1500 
LeaLeuHisLeuAsnSerLeuPheGlyLysAspGln 
XXGCXGCACCXCAAIXCXCXCXXXGGAAAAGACCAG 
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MetMetAsnGlnLeuLeuIleAlalleLeuLeuAlaSerAlaCy* 
ATGATGAATCAGCTGCTTATTGCCATTTtAXTAGCTAGTGCTTGC 

• • • • . 

LeuValTyrCysThrGlnlyrValThrValPheTyrGlyValPro 

ITAGTATAITGCACCCAATATGTAACTGTTTTCTATGGCGTACCC 

• . • • • • 

XhrTrpLysAsnAlaThrlleProLeuPheCysAlaThrArgAsa 
ACGTGGAAAAATGCAACCATTCCCCTCTTTTGTGCAACCAGAAAT 

100 . - 

ArsAspThrXtpGlyXhrlleGlttCysLeaProAspAsnAspAsp 

AGGGAXACXXGG6GAACCATACAGXGCIXGCCXGACAAXGAXGAX 

• • • • 

XyrGlaGlulleXlirLeuAsnVallhrGluAlaPheAspAlaXrp 

XAICAGGAAAXAACXTXCAAXGXAACAGAGGCIXXXGAXGCAXGC 

200 

AsnAsnThrValXlirGUGlaAlalleGluAspValXrpEisLett 
AAXAAXACAGIAACAGAACAAGCAAXAGAAGAIGXCTGGCAXCXA 

• •. •i ■ ' • • . .• 
PheGluXhrSerlleLysProCysValtysLeuXbrProLeuCys 

XXCGAGACAXCAAXAAAAGCAXGXGXCAAACXAACACCXXXAXCX 

300 

ValAlaMetLysCysSerSdrXlirGlaSerSerXhrGlyAsnAsn 
GXAGCAAXGAAAXGCAGCAGGACAGAGAGCAGCACAGGGAACAAC 

. . • • • 

XbrXbrSerLysSerXhrSerXlirXhrXhrlbrXhrProXlirAsp 

ACAACCXCAAAGAGCACAAGCACAACCACAACCACACCCACAGAC 

GlaGluGinGluIleSerGluAspXbrProCysAlaArgAlaAsp 
CAGGAGCAAGAGAIAAGXGAGGAXACXCCAXGCGCAC6CGCAGAC 

• • • • • 

AsnCysSerGlyLeuGlyGlttGluGlttXbrlleAsnCysGLaPbe 
AACX6CXCAGGAXX6GGAGAGGAAGAAACGAXCAAXXGCCAGXXC 

_ ^ : ^ , 

Asnl'IetXbrGlyieuGluArgAspLysLysLysGIiiXyrAsnGltt 
AAXAXGACA6GAXXAGAAAGAGAXAAGAAAAAACAGXAXAAXGAA 

500 • • • 

TbrXrpXyrSerLysAspValValCysGluXbrAsnAsnSerXbr 
ACAXGGXACXPAAAAGAXGTGGXXXGXGAGACAAAXAAIAGCACA 

AsnGlnXbrGlnCysXyrMetAsnEisCysAstiXbrSerVallle 
AAXCAGACCCAGXGXXACAXGAACCAXXGCAACACAXCAGXCAIC 

. ♦ 600 • • • 

XbrGluSetCysAspLysHisXyrXrpAspAlalleArgPbeArg 
ACAGAAXGAXGXGACAAGGACXAXXGGGAIGCXAXAAGGXXXAGA 

% • • • 

TyrCysAlaProProGlyXyrAlaLeuLeuArgCysAsnAspXbr 

XACXGXGCACCACCGGGXIAXGCCCXAXIAAGAXGXAAXGAXACC 

700 

AsnXyrSerGljPbeAlaProAsnCysSerLyaValValAlaSer 
AAXXAXXCAGGCTIXCCACCCAACXGXXCXAAAGXAGXA6CXXCX 
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10 



30 



TbrCysTbrArgHetUeCGlttThrGlaXhrSerXbrTrpPheGly 
ACATGCACCAGGAT6ATGGAAAC6CAAACTTCCACATGGTTTGGC 

• 800 • 

PbeAsnGlyThrArgAlaGluAsaArgThrTyrlleTyrTrpHls 
TTT AATGG C AC TAGAGCAGAG AAIA6AAC ATATAT C TATTGGCAX 

• • • • 
GlyArgAspAsnArgTbrZlelleSerLeoAsnLysIyrTyrAsn 
GGCAGAGATAATAGAACTATCATCAGCTTAAACAAATATTATAAX 

• • • • 900 

LeuSerieuEisCysLysArgProGlyAsnLysIbrValLysGltt 
CXCAGXXXGCAXXGXAAGAGGCCAGGGAAXAAGACAGXGAAACAA 

• • • - • 
IleMetLeuHetSerGIyHisValPbeHisSerHisXyrGlnPro 
AXAAXGCXXAXGXCAGGACAXGXGXXXCACTCCCACXACCAGCCG 



IleAsnLysArgProArgGInAIaXrpCysXrpPbeLysGlyLys 
AXCAAXAAAAGACCCAGACAAGCAXGGXGCXGGXXCAAAGGCAAA 
. .. , 1000 • . • 

TrpLysAspAlaHetGlnG luValLysXbrLeaAlaLysHisPro 
15 XGGAAAGAC6CCAXGCAGGAGGXGAAGACCCXXGCAAAACAXCCC 

• • • • • « 
^g,XyrArgGlyXbrAs&AspXbrArgAssZleSerFbeAlaAla 
AGGXAXAGAGGAACCAAXGACACAAGGAAXAXXAGCXXXGCAGC6 

1100 

ProGlyLysGlySerAapProGluValAlalyrMetXrpXbrAsn 
CCAGGAAAAGGCXCAGACCCAGAAGXAGCAXACAXGXGGACXAAC 
20 •••••• 

CysArgGlyGluPbeLeuXyrCysAsnHetXbrXrpPbeLeuAsn 
ZGCAGAGGAGAGXXXCXCXACXGCAACAXGACXXGGXXCCXCAAX 

1200 

XrpIleGluAsnLysXbrExsArgAs&XyrAlaProCysBisIle 
TGGAXAGAGAAXAAGACACACCGCAAXXAXGCACCGXGCCAXAXA 

• • ' • , • • 
LysGlnllelleAsuXbrXrpHisLysTalGlyArgAsnValXyr 

25 AAGCAAAXAAXXAACACAXGGCAXAAGGXAGGGAGAAAXGXAXAX 

... 1300 
LeuProProArgGluGlyGluLeuSerCysAsnSerXbrValXbr 
XXGCCXCCCAGGGAAGGGGA6CXGXCCXGCAACXCAACAGXAACC 
» . ' • • • • • 

SerllelleAlaAsnlleAspXrpGlnAsnAs nAsnGlaXbrAsn 
AGCAXAAXXGCXAACAXX6ACXGGCAAAACAAXAAXCAGACAAAC 



IleXbrPbeSerAlaGluValAlaGluLeuXyrArgLeuGluLea 
AXXACCXXXAGXGCAGAGGXGGCAGAACXAXACAGAXXGGAGXXG 

1400 . .. . 

GlyAfipXyrLysLeuValGluIleXbrProIleGlyPbeAlaPro 
GGAGAXXAXAAAXXGGXAGAAAXAAGACCAAXXGGCXXCGCACCX 
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ThrLysCluLysArgTyrSerSerAlaHisGlyArgflisThrArg 
ACAAAAGAAAAAAGATACTCCTCTGCTCACGGGAGACATACAAGA 

1500 • • • • 

GlyValPheValLeuGlyPheLeuGlyPheLettAlaThrAlaGly 

CGTGTGTTCGTCCTAGGGTTCTTGGGTTTTCTCGCAACAGCAGGT 

SerAlaKetGlyAlaArgAlaSerLeuThrValSerAlaGlnSer 
TCTGCAATGGGCGCTCGAGCGTCCCTGACCGTGTCGGCTCACXCC 

1600 

AreThrLe uL euAl aG ly 1 1 e Va IG InG InG laG InG InLeuL en 
CGGACTTTACfGGCCGGGATAGTGCAGCAACAGCAACAGCTGTTG 

« ' • • • - 

AapValValLysArgGlnGlnGluLeuLeaArgLeuThrValTrp 

CACGTCGTCAAGAGACAACAAGAACIGTTGCGACTGACCGICTGG 

' . 1700 
«lyTlirLysAsnLBuGlnAlaArgValThrAlalleGluLysTyr 
G GAACGAAAAACC TCCAG GCAAG AGTC AC TG C TATAGAGAAGTAC 

• • • • • 

leuGlnAspGlnAlaArgLeuAsTiSerXrpGlyCysAlaPheArg 
CXACAGGACCAGGCGCGGCTAAATXCATCGGGATGTGCGTTTAGA 
, • , . . 1800 

ClnValCysEisIhrlhrValProXrpValAsttAspSerteuAla 
CAAGXCXGCCACACXACXGXACCAIGGGXXAAXGAXXCCXIAGCA 

, • • • • 

ProAspXrpAspAsnHetlhrXrpGlnGlttXrpGluLysGlnVal 

CCXGAGXGGGACAAXAICACGXGGCAGGAAXGGGAAAAACAAGXC 

Ar g Xy r L e uG lu A 1 aA s nl 1 e S e r'L y s S VrLeuG iu G I'nA laG In 
CCCIACCXGGAGGCAAAXAICAGXAAAAGIXXAGAACA6GCACAA 

1900 • • • e 

'TrpAsBlleP-heGlyAanXrpPheAs pLeuXhrSerXrpValL ys^ 
IGCGAXAXXXXXGGCAAXXGGXXXGACXXAACCICCXCGCXCAAG 

2000 

XyrlleGlnXyrGlyValLeuIlelleValAlaVallleAlaLett 
XAIAXXCAAXAXGGAGXGCXXAIAAXA6XAGCAGXAAXACCXXXA 

• 

^TglleVallleXyrValValGlnMetLeuSerArgLeaArgLys 
ACAAXAGIGAXAXAXCXA6XACAAAXGIXAAGXAGGCXXAGAAA0 

2100 

61xIyrAxgProValPheSerSerPpoProGlyXyrlleGlii6ln 
«6CXAXAGGCCIGXIXXCXCXXCCCCCCCCGGXXAXAXCCAACAG 
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IleHisIleaisLysAspAcsGlyGlaProAlaAsnGlttGLoThr 
ATCCATAICCACAAGGACCGGGGAC&GCCAGCCAACGAAGAAACA 

2200 

GluGluAspGlyGlySerAssGlyGlyAspArgTyrTcpFroTrp 
GAAGAA6ACGGTCGAAGCAACGGTCGAGACAGATACTGGCCCXGG 

■ • • • • 

FroIIeAlaTyrlleHisFheLeuIleArgGlnLeuIIeArsLea 
10 GCCATAGCATATATACATTTCCTGATCCGCCAGCTGATTCGCCTC 

• • • • 
LeuThrArgLeuTyrSerlleCysArgAspLeuLeuSerArgSer 
TTGACCAGACTATACAGCATCTGCAGGGACITACTATCCAGGAGC 

2300 . 
FheLeuThrLeuGlnLeuIIeTyrGlnAsaLeaArgAspTrpLjett 
XTCCTGACCCXCCAACTCATCTACCAGAATGXCAGAGACXGGCT6 

ic • •• • • • • 

ArgLeuArgXhrAIaPheLeuGlalyrGIyCyaGlttXrpIleGla 
AGACXXAGAACAGCCXXCXTGCAAXAXGGGXGCGAGXGGAXCCAA 
2400 

GIuAla?heGlnAlaAlaAIaArgAlaXhrArgGluXbrLeuAla 
GAAGCAXXCCAGGCCGCCGCGAGGGCXACAAGAdAGACXCXXGCG 

« • • • 

GlyAlaCysArgGlyLeuXrpArgValLeuGIuArglleGlyArg 
20 GGCGCGXGCAGGGGCXXGXGGAGGGXAXXGGAACGAAXCGGGAGG 

2500 

GlylleLeuAlaValProArgArglleArgGluGlyAlaGluIle 
GGAAXACXCGCGGXXCCAAGAAGGAXCAGACAGGGAGCAGAAAXC 

AlaLeuLeu*'**GlyXhrAlaValSerAlaGlyArgLeuTyrGltt 
GCCCXCCXGXGAGGGACGGCAGXAXCAGCAGGGAGACXXXAXGAA 

2600 

Xyr SerHecGluGIyProSerSerArgLysGlyGluLysPbeVal 
XACXCCAXGGAAGGACCCAGCAGCAGAAAGGGAGAAAAAXXXGXA 

• • • • 
GlaAlaXhrLysXyrGIy 
CAGGCAACAAAAXAXGGA 
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Conime deja indiqu6 plus haut, 1' invention concerne 
naturallement tous les HIV-2 dont les ARNs prSsentent des 
caract4ristiques semblables, en particuliex des regions 
gag et env comportant des sequences ayant des homologies 
de sequence nucleotidique d'au moins 50%, de preference 
70% et plui^ avantageuseraent encore 90% avec les sequences 
gag et env de HIV-2 ROD. 

L' invention concerne plus particuli^rement les 
fragments d*ADNc qui codent respectivement pour les pro- 
twines pi 6, p26 et p12 et qui sont 6galement indues dans 
GAGRODN, En particulier elle concerne les sequences s'§- 
tendant : 

- k partir du nucleotide 1 jusqu'au nucleotide 405 (codant 
pour p15) 

- d partir du nucleotide 406 jusqu'au nucleotide 1155 (co- 
dant pour p26) et, 

- ^ partir du nucleotide 1156 jusqu'au nucleotide 1566 
{codant pour pi 2). 

Elle concerne aussi plus particulierement le frag- 
ment d'ADNc codant pour la gp140 indue dans ENVRN et s'e- 
tendant & partir du nucleotide 1 jusqu'au nucleotide 2574. 

Elle concerne egalement les sequences de nucleo- 
tides qui se distinguent des precedentes par des substitu- 
tions de nucleotides mettant a profit la degenerescence du 
-code — genetiqueT — des— lors-que-ces-substitutions-n' entrai- 
nent pas une modification des sequences en acides amines 
que codent lesdites sequences de nucleotides. 

De meme 1* invention concerne les proteines ou gly- 
coproteines dont les sequences en acides amines correspon- 
dent i celles qui decoulent des pages precedentes, ainsi 
que les peptides equivalents & savoir des peptides se dis- 
tinguant de ceux qui decoulent des pages precedentes par 
addition, substitution ou deletion d' acides amines qui 
n'affectent pas les proprietes immunologiques globales 
desdits peptides. 
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L* invention concerne tout particulierement la 
glycoprotein d'enveloppe pres ntant la 56quence en acides 
amines qui decoule de ENVRN. 

L* invention concerne Sgalement une composition 
iminunogene caract4ris6e en ce qu'elle est dos6e en anti- 
g^ne, tel que la gp 140 du virus HIV-2, de facon i per- 
mettre 1 'administration de doses unitaires de 10 d 500, 
notamment du 50 k 100 mg par kg de corps. 

Enfin 1' invention concerne un proc6d6 de fabri- 
cation de I'une des proteines susdefinies (pi 2, pi 6 ou 
p26) ou d'une proteine ayant la structure de gp140, ou de 
parties determin6es de ces prot6ines, ce proc6d6 6tant 
caracteris6 par 1' insertion de la sequence d'acide nu- 
cleique correspondante dans un vecteur susceptible de 
transformer un hdte cellulaire choisi et de permettre 
1* expression d'un insSrat contenu dans ce vecteur, par la 
transformation de cet hdte choisi par ledit vecteur con- 
tenant ladite sequence nuclSique, par la culture de I'hbte 
cellulaire transform^ et par la recup6ration et la purifi- 
cation de la proteine exprimSe. 

Les techniques dScrites dans la demande de brevet 
europSen 85.905.513 9 dSposSe le 18 Octobre 1985 pour la 
production de peptides ou de proteines consistant en des 
produits d' expression de sequences d' acides nuclSiques 
deriv^es du genome de HIV-1 sont applicables Sgalement i 
la production des susdits peptides ou proteines ddrivSs de 
HIV-2. La description de cette demande de brevet europSen 
doit 4txe consider 6e comme faisant partie de la prSsente 
demande en ce qui concerne les techniques. 

A titre indicatif, les poids molSculaires th6o- 
riques (PM) des proteines de HIV-2 sont indiquSs, en com- 
paraison avec ceux de HIV-1. 
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PM des prot6ines de HIV-2 PM des proteines pour HIV-1 



en kd en kd 



gag complet 58,3 oaq complet 55,8 

p 16 15 P 18 14,9 

p 26 27,6 

p 12 15,8 

env 98,6 Sfiv 97,4 

env externe 57,4 

env transmem- 41,2 
branaire 



HIV-2 MIR et HIV-2 ROD ont §galeinent 6te d6pos6s d 
la /National Collection of Animal Cell Cultures" (ECACC) a 
SALISBURY (Grande Bretagne) le 9 Janvier 1987 sous les 
numSros d'accSs 87. 01.1001 et 87. 01.1002 respectivement . 

De plus, les plasmides pROD35 et pROD27,5 ont 6t6 
d6pos6s it la "National Collection of Industrial Bacteria" 
(NCIB) a ABERDEEN (Grande Bretagne) le 9 janvier 1987 sous 
les numSros d'accSs respectifs 12.398 et 12.399. 

Toutes les publications auxquelles il a 6te fait 
r6f6rence dans cette description doivent Stre consider6es 
conune faisant partie de cette description. 
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REVEWPXCATIONS 

1 - Retrovirus HIV-2 ou des variants de ce virus, 
cos r^-trovi cus ayant des propri6t6s inf ectieuses vis-4-vis 
des lymphocytes T4 huinains, et les proprietSs tnorphologi- 
ques et immunologiques essentielles de I'un des retrovirus 
deposes a la CNCM sous les 1-502, 1-532, 1-642 et 
1-643. 

2 - Retrovirus purif ie selon la revendication 1 , 
caract6ris6 par les propri6t6s suivantes : 

- la cible pref Srentielle du retrovirus HIV-2 est cons- 
tituee par les cellules Leu3 (ou lymphocytes T4) humaines 
et pour des lignees cellulaires permanentes deriv6es de 
ces lymphocytes T4 ; 

- il est cytotoxique pour les lymphocytes T4 humains qu'il 
infecte ; 

- il a une activite de transcriptase inverse necessitant 

2 + 

la presence d'ions Mg et prSsentant une forte activity 
pour le poly ( ad6nylate-oligod6oxy thylmidylase ) ( poly (A ) - 
oligo(DT) 12-18) ; 

- il a une density d* environ 1,16 dans un gradient de 
sucrose ; 

- il a un diamdtre moyen de 140 nanometres et un noyau 
ayant un diamdtre moyen de 41 nanometres ; 

il peut ^tre cultiv^ dans des lignSes permanentes 
exprimant la prot6ine T4 ; 

- il n'est pas infectieux pour les lymphocytes T8 ; 

les lysats de ce virus contiennent une proteine p26 qui 
ne croise pas immunologiquement avec la protSine p24 du 
virus HTLV-1 ou du virus HTLV-2 ; 

ces lysats contiennent en outre une proteine pi 6 qui 
n'est pas reconnue immunologiquement par la proteine pi 9 
de HTLV-1 ou de HTLV-2 dans des essais de radioimmuno* 
precipitation ; 

ils contiennent en outre une glycoproteine d'enveloppe 
ayant un poids moleculaire de I'ordre de 130.000-140,000 
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qui ne croise pas immunologiquement avec la gp110 du 
retrovirus HIV-1 ; 

- ces lysats contiennent encore une molecule, marquable 
par la S-cyst6ine, ayant un poids mol6culaire apparent 
de I'ordre de 36.000 ; 

I'ARN g6nomique de HIV-2 n'hybride ni avec I'ARN g6- 
nomique. ni avec le gene sn^L. ni avec les LTR de HIV-1 de 
HIV-1 dans des conditions stringentes ; 

-■ I'ARN g^nomique de HIV-2 hybride faiblement dans des 
conditions non stringentes avec des sequences de nucleo- 
tides de la region aaa du genome de HIV-1. 

3 - Retrovirus selon la revendication 2, carac- 
t6ris6 en ce que des lysats de ce retrovirus contiennent 
egalement une molecule ayant un poids moleculaire apparent 
de I'ordre de 42.000-45.000. 

4 - Retrovirus selon I'une quelconque des reven- 
dications 1 4 3, caractSrise en ce que la sequence cora- 
prenant la region R et la region 03 de la sequence com- 
prenant son ARN g*nomique contient une s6quencie nucleoti- 
dique en correspondance avec la sequence de nucleotides : 



GTGGAAGGCGAGACTGAAAGCAAGAGGAATACCATrTAGTTAAAGGACAG 

GAACAGCTATACTXCKITCAGGGCAGGAAGIAACrAACAGmC&GCTGJUS 

... . . • . ^ 

ACTGCAGGGACITTCCAGAAGGGGCTGIAACCAAGGGAGpG&CATGGSAd. 
gLGCySCTGGGdu^CgCClCATATTCTCTG 
' CATTCTACTliZAGTCGCICIGCGqA 

'GAiicnCECCAGCACTAGACGGATdA^ . ^ 

.' CTAbCACXTGGCCGGIGCTGCSCAGA^ ■ 
•~AGClicCITAATAAAGCSGGAGTAGk^^ .* • ^ 
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5 - Retrovirus selon I'une quelconque des reven- 
dications 1 i 4, caracterise en ce que son ARN g^nomique 
contient une sequence gag en correspondance avec la 
sequence de nucleotides : 

6AGR0DD . 

ATGGGCGCGAGAAACTCCGTUTXGAGAGGUAAAAAAGCAGATGAA. 
• • «' • 

TTAGAAAGAATCAGGTTACG6CCCGGCGGAAAGAAAAAGTACAG6 



CTAAAACATATTGTGTGGGCAGC6AATAAATT6GACAGATTCGGA 
100 

TTAGCAGAGAGCCTGXTGGAG7CAAAAGAGGGTTGTCAAAAAATT 



CTTACAGT7TTAGATCCAATGGTACCGACAGGTTCAGAAAATXXA 

200 ■ ^ . 

AAAAGTCXXTTXAAXACTGICTGCGTCATXTGGTGCATACACGCA.- 
• • • • • • 

GAAGAGAAAGTGAAAGAXACTGAAGGAGCAAAACAAATAGTGCG6 
• • 300 

AGACATCTAGXGGCAGAAACAGGAACTGCAGAGAAAATGCCAAGC 



acaagtagaccaacagcaccaictagcgagaagggaggaaattac 

:> m • • 400 

ccagtgcaacatgxaggcggcaactacacccataxaccgctgagt 

• . • . * • • • • • 

ccccgaaccctaaatgcctgggtaaaaxxagxagaggaaaaaaag 



ttcggggcagaagtagxgccaggatitcaggcactcxcagaaggc 

500 . • • . . 

tgcacgccctatgataxcaaccaaatgctxaaxxgxgtgggcgac 



catcaagcagccatgcagataatcagggagatxatcaatgaggaa 

600 • . ♦ » 

gcagcagaatgggaigxgcaacatccaataccaggccccttacca 



gcggggcagcttagagagccaaggggaxcxgacatagcagggaca 

' . . • 700 • , 

• .... • 

ACAAGCACAGfA6AA6AACA6ATCCAGT6GAT6TTTA66CCACAA 
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AATCCTCTACCAGTAGGAAACATCTATAGAAGATGGATCCAGAtA 
, • . - • 800 • 

GCATTGCAGAAGTGTGTCAGGAIGTACAACCCGACCAACATCCTA 



GACATAAAACAGGGACCAAAGGAGCCGTTCCAAA6CTATGTAGAT 
AGATTCTACAAAAGCTT6AGGGCAGAACAAACAGATCCAGCAGTC 
AAGAAXTGGATGACCCAAACACTGCTAGTACAAAAXGCCAACCCA 



CACT6TAAAXXAGTGCTAAAA6GACTAGGGATGAACCCTACCTTA 
2OO0 . • . • 

- . - - r 

GAAGAGATGCTGACCGCCTGTCAGGGGGTAGGTGGGCCAGGCCAC 



AAAGCTAGATTAATGGCAGAGGCCCTGAAAGAGGTCATAGGACCT 
1100 

• - - • ■ ^ 

GCCCCTATCCCATTCGCAGCAGCCCAGCAGAGAAAGGCATtTAAA 



IGCTGGAACTGTCGAAAGGAAGGGCACTCGUUAAGACAATGCCGA 

1200 

6CACCTAGAAGGCAGGGCTGCTGGAAGTGTG6TAAGCCAGGACAC 



ATCATGACAAACTGCCCAGATAGACAGGCAGGTTTTTTAGGACTG 
_ _ ___ j^^3^5 

GGCCCTTGGGGAAAGAAGCCCCGCAACTTCCCCGIGGCCCAAGTT 
CCGCAGGGGCTGACACCAACAGCACCCCCAGTGGATCCAGCAGXO 

• . ! . 

GAT C TAG TGGAGAAATATAT G C AG C AAGG G AAAAGA C AG AGAGA6 
1400 • ♦ 

CAGAGAGAGAGACCATACAAGGAAGTGACAGAGGACTTACTGCAC- 

• • • . 

CTCGAGCAGGGGGAGACACCATACAG6GAGCCACCAACAGAGGAC 
t w 1500 • " - • . 

TTGCTGCACCTCAATTCTCTCTTTGGAAAAGACCAO - 
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6 - Retrovirus selon I'une quelconque des reven- 
dications 1 k 5, caracterise en ce que son ARN genomique 
contient une sequence qjjx en correspondance avec la 
sequence de nucleotides : 

EHVRH 

/rTGATGAATCAGCTGCTTATTGCCATTTTATTAGCTAGTGCTTCC 
TTAGTATATTGCACCCAATATGTAACTGTTTICTATGGCGTACCC 



ACGTGGAAAAATCCAACCATTCCCCTCXTTTGT6CAACCAGAAAT 
100 

AGGGATACTTGCGGAACCATACAGTGCTTGCCTGACAATGATGAI 



TATCAGGAAATAACTI1GAATGTAACAGACGCTTTTGATGCAT66 
AATAATACAGTAACAGAACAAGCAATAGAAGATCTCTGGCATCXA 



TTCGAGACATCAATAAAACCATGTGTCAAACTAACACCTTTATGT 

300 

GTAGCAATGAAAIGCAGCAGCACAGAGAGCAGCACAGGGAACAAC 



ACAACCTCAAAGA6CACAACCACAACCACAACCACACCCACAGAC 
• • . • .400 

CAGGAGCAAGAGATAAGTGAGGATACTCCATGCGCACGCGCAGAC 
• • - , 

AACTGCTCAGGATTGGGAGAGGAAGAAACGATCAATTGCCAGTTC 



AATATGACAGGATIAGAAACAGATAAGAAAAAACAGTATAATCAA 
.500 

ACAIGGTACTCAAAAGATGTGGTTTGTGAGACAAATAATAGCACA 



AATCAGACCCAGTGTTACATCAACCATTGCAACACATCAGTCATC 
.600 

ACAGAATCATGTGACAAGCACTAITGGGATGCTAtAAGGTTTAGA 



TACTGTCCACCACCCGCTlATGCCCtATTAAGATCTAATCATACC 

700 

AATTATTCAGCCITTCCACCCAACTGITCTAAACTA6TAGCITCI 
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ACATGCACCA6GATGATGGAAACCCAAACTICCACATGGTTTGGC 
• . , . . 800 . 

TTTAATGGCACTAGAGCAGAGAATAGAACATATATCTAXTGGCAt 

GGCAGAGATAATAGAACTATCATCAGCTTAAACAAATATTATAAt 

CTCAGTTTGCAXTGTAAGAGGCCAGGGAATAAGACAGTGAAACAA 

ATAATGCTXATGTCAGGACATGTGTITCACTCCCACTACCAGCCG 

ATCAATAAAAGACCCAGACAAGCATGGTGCTGGTTCAAAGGCAAA 

1000 . • * . 

TGGAAAGACGCCATGCAGGAGGTGAAGACCCTTGCAAAACATCCC 



AGGTATAGAGGAACCAATGACACAAGGAATATTAGCTTT6CAGCG 
1100 



CCAi 



GGAAAAGGCTCAGACCCAGAAGTAGCATACATGTGGACTAAC 



1GCA6A66AGAGTTTCTCTACXGCAACATGACTTGGTTCCTCAAT 

1200 

TGGATAGAGAATAAGACACACCGCAATTATCCACCGiGCCATATA 



AAGCAAATAATTAACACATGGCAXAAGGTAGGGAGAAATGTAtAT 

1300 

XTGCCICCCAGGGAAGGGGAGCTGXCCXGCAACICAACAGXAACC • 

• : ' ' * - 

AGCAIAAIXGCXAACAXXCACXGCCAAAACAAXAAXCAGACAAAC 

* 

ATXACCXXXAGTGCAGAGGXGGCAGAACXAXACAGAXXGGACXX6 
1400 

GGAGAXXAIAAAXTCGXAGAAAIAACACCAAXIGGCXXCGCACCI 
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ACAAAAGAAAAAACATACTCCTCTGCTCAC6GGAGACATACAAGA 
1500' 

GGTGTGTTCGTGCTAGGGTTCTTGGGITTTCTCGCAACACCAGGT 



TCTGCAATGGGCGCTCGAGCGTCCCTGACCGTGTCGGCTCAGTCC 
J, • 1600 • • 

CGGACTITACTG6CCGGGATAGTGCAGCAACAGCAACAGCT6TTG 



6ACGTG6TCAAGAGACAACAAGAACTGTTGCGACT6ACCGTCT66 

1700 

GGAACGAAAAACCTCCAGGCAA6AGXCACT6CTATAGAGAAGTAC 



CTACAGGACCAGGCGCGGCTAAATTCATGGGGATGTGCGTTTAGA 

1800 

CAAGTCTGCCACACTACTGTACCATGGGTTAATGATTCCTTAGCA 
• • • •• . 

CCXGACTGGGACAAXATGACGTGGCAGGAATGGGAAAAACAAGTC 



CGCTACCTGGA6GCAAATAXCAGTAAAAGXXXAGAACA66CACAA 
1900 

axxcagcaagagaAaaaxaxgxaxgaacxacaaaaaxxaaaxagc 



XGCGAXAIXXXXGGCAAXXGGXXXGACXXAACCXCCXGGGXCAAC 
2000 . • 

XAXAXXCAAXAXGGAGXGCXIAXAAXAGXAGCAGXAAXACCXXXA 



AGAAXAGX6AXAXAXGXAGXACAAAXGXXAACXAGGCXXAGAAAG 

ZlOO 

GGCXAXACGCCXGXXXXCXCXXCCCCCCCCGGXXAXAXCCAACAC 
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ATCCATATCCACAAGGACCGGGGACAGCCAGCCAACGAAGAAACA 

2200 

GAAGAAGACGGTGGAAGCAACGGXGGAGACAGATACTGGCCCTGG 



GCGATAGCATATATACATTTCCTGATCCGCCAGCTGATTCGCCTC 

TTGACCAGACTATACAGCATCTGCAGGGACTTACTATCCAGGAGC 
2300 *" • • • • 

TTCCTGAUUCTCCAACTCATCTACCAGAATCTCAGAGACTGGCTG 

♦ • • • 

AGACTTAGAACAGCCTTCTTGCAATATGGGTGCGAGTGGAXCCAA 
2400 

GAAGCATTCCAGGCCGCCGCGAGGGCTACAAGAGAGACTCTTGCG 

• • • • 

GGCGCGTGCAGGGGCTTGTGGAGGGTATTGGAACGAATCGGGAGC ' 

2500 

GGAAXACTCGCGGTTCCAAGAAGGAICAGACAGGGAGCAGAAATC 



GCCCTCCTGTGAGGGACGGCAGTATCAGCAGGGAGACTTTATGAA 

2600 

TACTC CATGGAAGGACCCAGCAGCAGAAAGGGAGAAAAATTTGTA 
CAGGCAACAAAATATGGA 
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7 - Retrovirus selon I'une quelconque des re- 
vendications 1 a 6, caracterise en ce que, pratiquement, 
son ARN n'hybride, ni avec le gene env et le LTR qui le 
jouxte, plus particulierement avec la sequence de nucleo- 
tides 5290-9130, de HIV-1, ni avec des sequences de la 
region lonl du genome de HIV-1, en particulier avec la 
sequence de nucleotides 2170-2240. 

8 - Composition contenant au moins un antigene, 
notamment une proteine ou une glycoproteine du retrovirus 
HIV-2, selon I'une quelconque des revendications 14 7. 

9 - Composition selon la revendication 8, carac- 
t^risee en ce qu'elle consiste en un extrait total ou en 
un lysat du susdit retrovirus. 

10 - Composition selon la revendication 8, carac- 
terisee en ce que I'antigdne consiste en au moins I'une 
des proteines internes du noyau (core) du susdit virus, 
notamment p12, pi 6 et p26, ayant respectivement des poids 
moreculaires apparents de I'ordre de 12.000, 16.000 et 
26.000. 

11 - Composition selon la revendication 8 , carac- 
teris6e en ce qu'elle contient une glycoproteine, gp140 
ayant un poids mol6culaire apparent de I'ordre de 130,000 
4 140.000. 

12 - Antigene qui ne produit qu'une seule bande en 
electrophordse sur gel de polyacrylamide, caracteris6 en 
ce qu'il comporte, en coramun avec I'un des antigSnes 
purifies du retrovirus HIV-2, un Epitope reconnu par le 
serum d'un porteur d'anticorps contre le virus HIV-2. 

13 - Antigene purifie ayant les caracteristiques 
immunologiques de I'une des proteines ou glycoproteines 
suivantes de HIV-2 : p12, p16, p26, p36, p42 et gp140. 
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14 - Antigene selon la revendication 13 ayant la 
sequence d ' aminoacides ci-apr%s ou partie de cette se- 
quence des lors qu'elle est reconnue par des anticorps 
anti-p12 : 



l&rgLysAlaPbeLys 



CysTrpABn'CysClytyBeinffryHisSerAlaArsGlnCysArg 

1200 

AlaPxoArgArgGlnClxCysIrpLysCy^SlyLysProGlyHi* 

lleHetTlirAsnCysPrBA'spArsGlnAlaGlyPheLeuGlylett 

. . . 1300 

GlyProTrpGlyLysLysProAroAsnPlieProValAlaGlnVal 

• • • ! 

ProGlnGlyLeuThrProTlirAlaProProValAspProALaVal 

• " • , 

AspL^ttLeuGluLysTyrHetGlnGlnGlyLysArsGlnArgGlo 

1400 • • • .• 

GlnArgGluArgProTytLysGliiValTlirGlaAspLetileuHxs 

LeuGloGlnGlyGluThtProTyrArsGlttProProThrGluAsp 

. . 1500 • • » 

LettLeolisLeiiAsnSerLetirbeGlylysAspGla 
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15 - Antiaene selon la revendication 13 ayant la 
sequence d * aminoacides ci-apres ou une partie de cette 
sequence, des lors qu'elle est reconnue par des anticorps 
anti-pi 6 : 



HetGlyAlaArgAsiiSerValLeuArsClyLysLysAlaA.spGlo 
lettGluArglleArgLeiiArsProGlyGlyLysLyfiLysryrArg' 

LeaLysEisIleValTrpAlaAlaAsnltjsLeuAspArgPlxeGly 

100 • 

LeaAlaGluSerLeuLeuGluSerLyfiGlttGlyCysGlnLysIle 

r , " , 

LettXhxValLeuAspProMetValProThrGlyScrGlttAsxiLett 

200 . 

LysSerLeuPheA6iiTbrValCyfiValIleTrp<:ysIlei:isAla. 

GlaGlaLysValLysAspThrGluGlyAlaLysGlsIleValArg 

3O0 * • 

ArsHisLettValAlaGluIhrGlyThrAlaGluLysHecProSer 

ThrSerArgProTlirAlaProScrSerGluLysGlyGlyAsiiTyr 
. . • 400 ' 
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16 - Antigene selon la revendication 13 ayant la 
sequence d " aminoacides ci-apres ou une partie de cette 
sequence, dds lors qu'elle est reconnue par des anticorps 
anti-p26 : 

ProValGlnHisValGlyGlyAsnTyrllirHisIleProLeuSer 
ProArsTirLeuAsnAlaTrpValLysLenValCluGluLystys 

PheGlyAlaGluValValProGlyPlieGlnAlaLettSerGluGly 

500 • • • • 

CysIbrProTyrAspIleAsnGlnHetLeuAsnCysValGlyAjp 

EisGlaAlaAlaHetGlnllelleAr^GlallelleAsnGlttGlB 

, 609 . • : • • 

AlaAlaGlnlrpAspValGlnHisProlleProGlyProLeuPro 

, . ■ • ■ ••• • •• 

AlaGlyGlnLenArgGluPToArsGlySerAspIleAlaGlyTlir 

70« .. . • 

ThrSerThrValGluGloGlnlleGlalrpHetPheArsProCla 

Aai^roValEroValGlyAsalleTyTArgArgTrpIleGlttllt . 

". .. 800 ... 

Gl y LeuG InLy s Cy s ValArgHe tTyr AsaPro llirAsall eLe« 



AsplleLysGlnGiyProLysGlttProPheGlnSerTyrTaUap 

ArgPtelyrLysSerLeuArgAlaGluGlnTiitAspProAlaVal 

■ • • '. • 

LysAsnTrpHetTbxGlnTlirtettLen7alGlnAsiiAlaAsnPr©. 



AspCysLysLeuValLenLysGlyLeaGlyMetAsnProTlirLett 

* • • 

1000 •• • " •■ • . 

GlnGlnMetLeuXhxAlaCysGlnGlyValGlyGlyProGlyGla 

Ly s A 1 aAr glenHe c AlaGloAlaLevLs ^GluTallleGlyPr 

» 1100 ■ •. . .. 

AlaPrelleProPheAlaAlaAlaGlaCIa 
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17 - Antiaene selon la revendication 13 ayant la 
sequence d 'aminoacides ci-apres, des lors qu'elle est 
reconnue par des anticorps anti-gp140 : 

EHVRH 

HetUetAsnGlnLeuLeuIleAlalleLeuLeuAlaSerAlaCyt 

• • • • 

LeuValTyrCysThrGlnTyrValThrValPheTyrGlyValPro 

• • • • • 

ThrTrpLysAsnAlaThrlleProLeuPheCysAlalhrArgAsn 

100 • 
ArgAspXhrTrpGlyThrlleGlnCysLeuProAspAsnAspAsp 

• • • • • 

TyrGlnGlttllelhrLeuAs-nValThrGluAlaPheAspAlalrp 

200 

AsnAsnTbrValThrGAuGlnAlalleGluAspValTrpHisLeu 

PheGluThrSerlleLysPxoCysValLysLeuTbrProLeuCys 

300 

ValAlalietLysCysSerSerlhrGluSerSerlhrGlyAsnAstt 

• • • • • 

TbrTbrSerLysSerTbxSerThrThrThrThrThrProThrAsp 

400 

GlnGluGlnGluIleSerGluAspTbrProCysAIaArgAlaAso 

• • • • • 

AsnCysSerGlyLeuGlyGluGluGluThrlleAsnCysGlnPbe 

• • • • 

AasIletTbrGlyLeuGluArgAspLysLysLysGlnTyrAsnGlu 

500 • • • * 

TbrTrpTyrSerLysAspValValCysGluThrAsnAsnSerThr 

• • • • 

AsnGlnTbrGlnCysTyrHetAsnEisCysAsnXbrSerVallle 

. • 600 • • • 

TbrGluSerCysAspLysEisTyrTrpAspAlcIleArgPbeArg 

• ' • • • 

TyrCysAlaProProGlyXyrAlaLeuLeuArgCysAsBAspTbr 

- 700 

AsnXyrSerGlyPbeAlaPr AanCysSerLysValValAlaSer 
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XhrCysThrArgMetMetGluXhrGlnThrSerThrTrpPheGly 

8Q0 

PheAsnGlyThrArgAlaGluAsnArsIhrTyrlleTyrTrpHu 

GlyArgAspAsnArgThrllelleSerLeuAsnLysTyrTyrAsa 

. . • T 

LeuSer-LeuH.i.sCy6LysArgProGlyA8nLy8TKrValLysGln 

lleUetLeuHetSerGlyHlsValPheEisSerHisTyrGlnPro 

• • • • 

lleAsnLysArgProArgGlnAlaTrpCysTrpPheLysGlyLy* 

1000 • 
TrpLysAapAlaMetGlnGluValLysThrLeoAlaLysHisPro 

• • • • • 

ArgTyrArgGlyThrAsnAspIhrArgAsnlleSerPljeAlaAla 

1100 

ProGlyLysGlySexAspProGluValAlaTyrHetTrpThrAso 

CysArgGlyGluPheLeuIyrCysAsnHetlhylrpPheLeuAsn 

■ , , I2u0 

TrplleGlnAsnLysThrHisArgAsiiTyrAlaProCysEislle 



lysGlnllelleAsnThrTrpEisLysValGlyArgAsnValTyr 

1300 

LeuProProArgGluGlyGluLeuSerCysAsnSerThrValTbr 
SerllelleAlaAsnlleAspTrpGlnAsnAsTiAsnGlnTlirAsa 

IleThrPheSerAlaGluValAlaGlaLenTyrArgLeiiGlijLea 

1400 • • • 

GlyAspTyrLysLeuValGluIleTiitPToIleGlyPheAlaPro 
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ThrLysCluLysArgTyrSerSerAlaHi-sClyArgHisThrArg 

1500 . 
GlyValPheValLeuGlyPheLeuGlyPheLeuAlaThrAlaCly 

r 

• • • . 

SerAlaKecGlyAlaArgAlaSerLeuThrValSerAlaGlnSer 

1600 

ArgThrLeuLeuAlaGlylleValGlnGlnClnGlaGlnLeuLeu 

AspValValLxsArgGlnGlnGluLeuLeuArgLeuTbrValTrp 

1700 

GlyThrLysAsnLeuGlaAlaArgValThrAlalleGluLysTyr 

• • • 

LeuGlnAspGlnAlaArgLeuAsnSerTrpGlyCysAlaPheArg 

• • • . 1800 
GlnValCysHisThrThrValProTrpValAsnAspSerLeuAla 

• • • • 

ProAspTrpAspAsnKetThrTrpGlaGluIrpGlttLysGlnVal 

ArgTyrLeuGlttAlaAsnlleSerLysSerLeVciuGrnAlaGiS ' 

1900 . . , " 

IleGlnGlnGluLysAsnMetTyxGluLeuGlnLysLeuAsnSer 

• • . . , , 

TrpAspllePheGlyAfluTrpPheAspLeuThrSerTrpValLys 

2000 

XyrlleGlnTyrGlyValLeuHelleValAlaVallleAlaLeii 

• • • • • 

ArglleValUcTyrValValGlnlletLeuSerArgLeuArgLys 

2100 

^ ClyTyrArjiProValPheSerSerProProGlyTyrlleGliiGln 
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lleEislleEisLysAspArsGlyGUProAraAsnCluGluXhr 

2200 

GloGluAspGlyGlySerAsnGlyGlyAspArsTyrTrpPrcTrp 
ProlIeAlaTyrlleHisPheLettlleArsGlaLaulleArgLea 
leuThrArgLeuTyrSerlieCysArgAsptenleuSerArgSer 
PheLJuThrLeuGlnLettlleTyxGlnAsnLeuArgAspTrpLfi* 

ArgLeuArgThrAlaPheLeuGlnTyrGlyCyaGluTrplleGla 

2400 ' • ' ' 

GluAlaPheGlnAlaAlaAlaArgAlaThrArgCluXhrLeuAU 

• • • 

GlyAlaCysArgGlyLeuTrpArgValLeuGluArglleGlyArg 

, 2500 • • 

GlyneteuAlaValProArgArglleArgGlnGlyAlaGlulle 

AlaLeuLett***GlyTlirAlaValSerAlaCIyAr8LeuTyrGltt 

, 2600 i" 

TyrS«MetGlttGlyProSerSerArgLysCriyGluLysPheVal 

GlnAlaTbrLysTyrGly 
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18 - Methode pour la detection in vitro de la 
presence d'anticorps anti-HIV-2 dans un liquide biolo- 
gique, tel qu'un serum, et plus particulierement pour le 
diagnostic In vitro d'un SLA ou SIDA rvotentiel ou existant 
dd A un retrovirus du type HIV-2, caracteris6 en ce que 
I'on met en contact un serum ou un autre milieu biologique 
provenant de la personne faisant l*objet du diagnostic, 
avec une composition selon I'une quelconque des revendi- 
cations 8 d 11 ou avec un antig^ne selon I'une quelconque 
des revendications 12 i 17, et en ce que l*on d6tecte le 
conjugue immunologique ; eventuellement form6 entre ces 
anticorps anti-HIV-2 et l*antig6ne ou les antigenes mis en 
oeuvre. 

19 - Methode selon la revendication 18, caract6- 
rise en ce que I'on realise la detection dudit conjugue 
immunologique en faisant r^agir le conjugue immunologique 
Eventuellement forme avec un reactif marque forme soit par 
des anticorps anti-immunoglobulines humaines, soit par une 
protSine A bacterienne et en ce que l*on ddtecte le com- 
Pl exe formS entre le reactif et le susdit conjugue 
immunologique . 

20 - Necessaire ou kit pour la detection d' anti- 
corps anti-HIV-2 dans un fluide biologique, notamment d'un 
porteur 6ventuel de ces anticorps, caract6rise en ce qu'il 
comprend : 

- une composition telle que d^finie dans I'une quelconque 
des revendications 8 4 11 ou un antigdne tel que d^fini 
dans I'une quelconque de revendications 12 d 17, et 

des moyens pour d6tecter le conjugue immunologique re- 
sultant de la reaction immunologique entre I'antigdne et 
ledit fluide biologique. 

21 - Necessaire ou kit selon la revendication 21, 
caract6ris6 en ce que les moyens pour d6tecter le conjugu6 
immunologique form6 comprennent des anti-immunoglobulines 
humaines ou une proteine A et des moyens pour detecter le 
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complexe forme entre les anticorps anti-HIV-2 contenus 
dans le conjugue imnunologique detect^. 

22 - composition immunogSne contenant une glyco- 
proteine d'enveloppe du retrovirus HIV-2, telle que la 
gp140 de ce retrovirus, ou une partie de cette glycopro- 
t6ine, en association avec un v6hicule pharmaceutiquement 
acceptable, appropri6 a la constitution de vaccins contre 
Hrv-2. 

23 - compos-ition selon la revendication 22, carac- 
terisee en ce qu'elle contient au moins une partie 
immunogSne d'une glycoprot^ine contenant une ossature 
protSique ayant la sequence suivante : 
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EBTRB 

UetlletAsnGlnLeuLeuIleAlalleLeuLeuAIaSerAlaCys 

• • • • 

LeuValTyrCysThrGlnTyrValThrValPheTyrGlyValPro 

• • • • • 

ThrTrpLysAsnAlaTbrlleFroLeuPheCy sAlaThrArgAsn 

100 . 
ArgAspThrTrpGIylhrlleGlnCysLeuProAspAsnAspAsp 

• • • • • 

TyrGlnGluZIeXlirLeuAsnValThrGluAIaFheAspAIaTrp 

200 

AsnAsnThrValTbrGluGlnAlalleGluAspValTrpHlsLeu 

« » • • • 

FbeGluThrSerlleLysFroCysValLysLeuThrProLeuCys 

300 

ValAlalletLysCysSerSerTbrGluSerSerThrGlyAsnAsn 

• • • • • 

TbrTbrSerLysSerlbrSerTbrTbrTbrTbrXbrProTbrAsp 

400 

GlnGluGlnGluIleSerGluAspTbrProCysAIaAr'gAlaAsp 

• • • • • 

AsnCysSerGlyLeuGlyGluGluGluTbrlleAsnCvsGlnPbtt 

• • • • 

AsnlletTbrGlyLeuGIuArgAspLysLysLysGInTyrAsnGltt 

500 ... . 

TbrTrpTyrSerLysAspValValCysGluTbrAsnAsnSerTbr 

• • * • 

AsnGlnTbrGlnCysIyrHetAsnEisCysAsnXbrSerVallle 

600 • • 

TbrGluSerCysAspLysEisTyrTrpAspAlalleArgPheArg 

• " • • • 

TyrCysAlaProProGlyTyrAlaLeuLeuArgCysAsnAspTbr 

700 

AsnlyrSerGlyPbeAIaProAsnCysSerLysValValAlaSer 
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ThrCysThrArgMetMetGlttThxGlnTbrSerThrTrpPheGly 

•. .800 
PheAsaGlyThrArsAlaGluAsnArgThrTyrlleTyrTrpEi* 

• • • • 

GlyArgAspAsnArBThrllelleSerLeuAsnLysTyrTyrAsa 

. * . . 900 

LeuSerLeuE-isCysLysArgProGlyAsnLysThrValLysCla 

« • • • 

IleMetteuMetSerGlyHisValPheHisSerHisTyrGlnPro 

lleAsnLysArgProArgGInAlalrpCysTrpPbeLysGlyLys 

1000 . • • 

TrpLysAspAlaMetGlnGluValLysThrLeuAlaLysHxsPro 

. • • • • 

ArgTyrArgGlyThtAsnAspThrArgAsnlleSerPheAlaAla 

. 1100 

ProGlyLysGlySerAspProGloValAlaTyrKetTrpThtAsn 

CysArgGlyGluPheLeuTyrCysAsnMetThrTrpPheLeuAsn 

, - , l2i;0 • 

TrpIleGluAsnLysThrEisArgAsnTyrAlaProCysEisIle 



LysGlnllelleAsnThrTrpHisLysValGlyArgAsnValTyr" 

1300 

LeuProProArgGluGlyGluLeuSerCysAsnSerThrValThr 



SerllelleAlaAsnlleAspTrpGlnAsnAscAsnGlaThrAsa 

• • • • 

IleThrPheSerAlaGluValAlaGluLeuTyrArgLeuGluLen 

1400 • • • • 

GlyAspTyrLysLeuValGlulleTbrProIleGlyPheAlaPro 
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ThrlysGluLyaArgTyrSerSerAlaHisClyArgHisThrArg 

1500 ' . 
GlyValPheValLeuGlyPheLeuGlyPheLeuAlaThrAlaGly 

• • • • 

SerAlaKecClyAlaArsAlaSerLeuThrValSerAlaGlnSer 

• • 1600 • • 
ArgThrLeuLeuAlaGlyZleValGlnGlnGlnGInGInLeuLeu 

• • • • 

AspValValLxsArgGloGInGluLeuLeuArgleuThrValTrp 

1700 

GlyThrLysAsaLeuGlaAlaArgVa IThrAlalleGluLysTyr 

• • • 

LeaGlnAspGlnAlaArgLeuAsnSerlrpGlyCysAlaPlieArg 

« ' • • • 1800 

ClnValCysHisThrThrValProTrpValAsnAspSerLcuAla 

• • • • 

ProAspTrpAspAsnHecThrTrpGlnGlttlrpGIaLysGlnTal 

- . • • • • « 

A r g T y r L e u G lu A 1 aA s n 1 1 e S e rL y s S e r Leu G lu G f n A 1 aG In 

1900 

IleGlnGlnGluLysAs&UetTyrGluLeuGlnLysLeuAsaSer 

• • • • • , 

TrpAspIlcPheGlyAsnTrpPheAspLeuThrSerTrpValLys 

2000 

TyrlleGlnTyrGlyValLeuIlelleValAlaVallleAlaLeu 

• • • • • 

ArglleVallleTyrValValGlnlletLeuSerArgLeuArgLys 

2100 

ClylyrArRProValPheSerSerProProGlyTyrlleClnGln 
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IleHisIleEisLysAspArsGlyGlaProAlaAsnGluGluThr 

2200 

GluGluAspGlyClySerAsnClyGlyAspArgTyrlrpProTrp 



ProlleAlaTyrlleHisPheLeuIleAr&GlnLeuIleArgLett 



LeuTlirArgLeuryrSerlleCysArgAspLeuLeuSerATgSer 

2300 » • • • 

PheLeuThrLeuGlnleulleTyrGlnAsnLeuArgAspTrpLjett 



ArgLeuArgThrAlaPheLeuGlnTyrGlyCysGlttlrpIleGln 

2400 . . . 

CluAlaPheGlaAlaAlaAlaArgAlaThrArgGluThrteuAla 



GlyAlaCysArgGlyLeuTrpArgValLeuGluArglleGlyArg 

2500 

ClyIleLeaAlaValProArgArgIleArgGlnGlyAlaGluIl« 



AlaLeuLeu***GlyTbrAlaValSerAlaGlyArgLeuTyrGltt 



2600 

TyxSerHetGluGlyProSerSerArglysGlyGluLysPheVal 

♦ • • • 

GlnAlaTbrLysIyrGly 
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24 - Composition immunogene selon la revendication 
22 ou la revendication 23, caracterisee en ce qu'elle est 
dos^e en antigene de ta<,on k permettre 1 • administration 
d'une dose unitaire de 10 k 500. notamment de 50 k 100 
microgrammes par kilogramme de corps. 

25 - Anticorps monoclonal caracteris6 par sa ca- 
pacite k reconnaitre specif iquement I'un des antigdnes 
conformes a I'une quelconque des revendications 14 k 17. 

26 - Les hybridomes secrSteurs de 1' anticorps 
monoclonal selon la revendication 25. 

27 - Acide nucl^ique, le „ cas 6ch6ant marque, 
d6riv6 d'une partie au moins de. I'ARN du virus HIV-2 ou de 
1 ' un de ses variants . 

28 - Acide nucleique selon la revendication 27, 
contenant une partie au moins de 1 ' ADNc correspondant a 
I'ARN g^nomique entier d'un retrovirus HIV-2. 

29 - Acide nucleique selon la revendication 27, 
caracterise en ce qu'il contient la sequence de nucleo- 
tides : 



GTGGAAGGCGAGACTGAAAGCXAGAGGAATACCATTTAGTTAAAGGACAG 

GAACAGCTATACTOGGTCAGGGCAGGAACTAACTAACAGmCAGCK^ 
ACTGCAGGGACTTTCCAGAAGGGGCTGTAACXAAGGGAGGGACATGGGA^^ 

■ CXTrGTACrrq^CTCGCTCTGCGGA 

GATCTCTCCAGCACTAGACGGATC^^ 

; CC^CACTTGGCCGGarGCTGGCAGACGGCCCcj^ 

•~ACCITCCTTAATAAA«3G(MTAGAAGCK 
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30 - Acide nucleique selon la revendication 27, 
caracterise en ce qu'il contient une sequence nucleoti- 
dique codant pour une partie au moins de la sequence 
d'atninoacides indiquee ci-apres : 

GAGRODIT 

HetGlyAlaArgAsaSerValLeuArgGlyLysLysAlaAspGItt 

• • ■ • • • • 
LeuGluArglleArgLeuArgProGljClyLysLysLysTyrArg * 

leuLysHisIleValXrpAlaAlaAsxiLysLeuAspArsPlieGly 

100 • . . « • 

LeuAlaGluSerLeuLeuGluSerLysGIuGlyCysGlnLysIle 

• • • • • 

LeuThrValLeuAspProMetValProXhrGlySerGluAsnLeu 

200 • * 

LysSerLeuPheAsnThrValCysVallleTrp^JysIleEisAla 

GluGluLysValLysAspThrGluGlyAlaLysGlnlleValArg 

300 

ArgHisLeuValAlaGlaThrGlyThrAlaGluLysHetProSer 

• • • -• . • . • 
TbrSerArgProThrAlaProSerSerGluLysGlyGlyAsaTyr 

" ' . 400 * 

ProValGlnEisValGlyGlyAsalyrXhrHisIleProLeuSer 

• . • . ' • » • 
ProArgXhrLeuAsnAlaTrpValLysLeuValGluGluLysLys 

• • ♦ • 

PheGlyAlaGluValValProGlyPheGlnAlaLeuSerGluGly 

500 • » • • 

CysXhrProXyrAdpIleAsnGlnUetLeuAsaCyaValGlyAsp 

HisGlnAlaAlaUetGlnllelleAr^GlallelleAsnGluGlu 

• 600 • • • 

AlaAlaGluXrpAspValGlnHisProIleProGlyProLeuPro 

AlaGlyGlnLenArgGluProArgGlySerAspIleAlaGlyXhr 

705 

XbrSerXhrValGluGluGlnlleGlnXrpUetPheArgPr Gla 
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AsnProValProValGlyAsnlleTyrArgArgTrpIleGlnlle 

. . 800 

GlyLeuGlnLysCysValArgMetTyrAsnProThrAsalleLeu 

• • • . 

AspIleLysGlnGlyProLysGluProPheGlnSerTyrValAsp 

900 

ArgPheTyrLysSerLeuArgAlaGluGlnThrAspProAlaVal 

• • • . • 

LysAsnTrpMetTbrGlnThrLettLeuValGlnAsnAlaAsnPro 

AspCysLysLeuValLeuLysGlyLeuGlyMetAsnProThrLeu 
1000 

GluGluMetLeuTbrAlaCysGlaGlyValGlyGlyProGlyGltt 

LysAlaArgLeuMetAlaGluAlaLeuLysGluVallleGlyPro 
1100 

AlaProIleProPheAlaAlaAlaGlnGlnArgLysAlaPheLys 

♦ • • 

CysTrpAsnCysGlyLysGluGlyHisSerAlaArgGlnCysArg 

• " 1200 

AlaProArgArgGlnGlyCysTrpLysCy-sGlyLysProGlyHrs 

IleMetThrAsnCysProAspArgGlnAlaGlyPheLeuGlyLeu 

: . . 1300 

GlyProTrpGlyLysLysProArgA^snPheProValAlaGlnVal 

• • • • • 

ProGlnGlyLeuThrProThrAlaProProValAspProAlaVal 

• • • • 

AspLeuLeuGluLysTyrlletGlnGlnGlyLysArgGlnArgGlu 

1400 . • • 

GlnArgGluArgProtyxLysGluValThrGluAspLeuLeuHis 

• • • • 

LeuGluGlnGlyGluThrProTyrArgGluProProThrGluAsp 

1500 

LeuLeuHisLeuAsttSerLettPheGlyLysAspGln 
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15 



20 



25 
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31 - Acide nucl6ique selon la revendication 21, 
caract6ris6 en ce qu'il contient une sequence nucl^oti- 
dique codant pour une partie au moins de la sequence 
d * aminoacides indiquee ci-apr6s : 



Ift^rgLysAlaPbeLyt 



CysTrpAsnCysGlyLysGruGlySislSrerAlaArgGlnCysArg 

. ' 1200 

AlaProArgArgGlnGlyCysTrpLysCy^GlyLysProGlyHis 

• • * • •* • 

Ilel'letThrAsnGysProAspArgGlnAlaGIyPheLeuGlyLeo 

1300 

GlyProTrpGlyLysLysProArgAsnPheProValAlaGInVal 



PrbGlnGlyLeuThrProThrAlaProProValAspProAlaVal 



AspLeuLeuGluLysIyrMecGlnGlnGlyLysArgGlnArgGla 
1400 

GlnArgGlaArgProTyrLysGluValThrGluAspLeaLeuHis 



LeuGluGlnGlyGlalhrProTyrArgGluProProTlirGluAsp 
1500 

LeuLeuHisLeuAsnSerLettPlieGlyLysAspGlxi 



30 



35 
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32 - Acide nucleique selon la revendication 27, 
caracteris6 en ce qu'il contient une sequence nucl^oti- 
dique codant pour une partie au moins de la sequence 
d ' aminoacides indiquee ci-apres : 



UetGlyAlaArgAsnSerValLeuArgGlyLysLysAlaAspGltt 

« •*>«•--« • 

LeuGluArglleArgLeaArgPtoGljClyLyBLysLysTyrArg 



10 



LeuLysHisIleValTrpAlaAlaAanLysLeuAspArgPheGIy 

100 • . . • • 

LettAlaGluSerLeuLeuGluSerLysGluGlyCysGlnLysIle 

^ ... * • • • 

15 LeuThrValLeuAspProMetValProThrGlySerGIuAsnLeu 

200 • 
LysSerLeuPheAsnThr7alCysValIleTrp<:ysIlenisAla 

GluGluLysValLysAspXhrGluGlyAlaLysGlnlleValArg 

20 , .300 

ArgHisLeuValAlaGluTbrGlyThrAlaGluLysMetProSer 

TbrSerArgProThrAlaProSerSerGluLysGlyGlyAsuTyr 

_ . . 400 

25 



30 



35 
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33 - Acide nucleique selon la revendication 27, 
caracterise en ce qu'il contient une sequence nucl^oti- 
dique ccdant pour une par-bie au moins de la sequence 
d 'aminoacides indiqu^e ci-apres : 

ProValGlnHisValClyGlyABnTyrThrHisIleProLeuSer 
ProArgTlirLenAsTiAlaTrpValLysLeuValGluCluLysLys' 

r * • • • 

PheGlyAlaGluValValProClyPlieGlaAlalettSerGluCly 

500 • • • • 

CysXhrProXyrAspIleAsnGlaMetLettAsnCysValClyAsp 

HisGlnAlaAlaHetGlallelleAr^GlallelleAsnGlttCltt 

♦ ffOO . ♦ : # • 
AlaAlaGluTrpAspValGUHisPrblleProClyProLeuPro 

• . • • • . 

AiaGlyGlnLetxArgGluProArgGlySerAspIleAlaClyTlir 

700 ... . . 

TlirSerTlirValGlttGlttGlnlleGlnXrpIIetPfaeAr^ProGla 

♦ * 

AanProValProValGlyAsnllelyrArsArgTrplieGl&Zlc*. 

. ' • • MO . 

GlyLeuGlnLysCysValArgHetZyrAsaProTbrAsalleLeo 

AspZleLysGlnGIyProLysGlaProPheGlnSerTyrValAsp . 

. : . . 900 

ArgPlieTyrLysSerLeuArgAlaGluGlaThrAspProAlaVal 

LysAsnTrpHetTbrGlnThrLeuLenValGlxLAsiiA'laAsxLPro. 

AspCysLysLeuValLeaLysGlyleuGlyUetAsnProTbrLev 

1000 • ' * *. • 

GluGluHetLeaXlirAlaCyaGlnGlyValGlyGlyProGlyGla 

• • • ^ • - 

LysAlaArgLeuBetAlaGluAIaLettLydGluVallleGlyPro 

^ 1100 ^ . . 

. AlaProIleProPheAlaAlaAlaGlnCla 
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34 - Acide nucleique selon la revendication 21, 
caracterise en ce qu'il contient une sequence nucleoti- 
dique codant pour une partie au moins de la sequence 
d 'aminoacides indiquee ci-apres : 
ENVRH 

HetMetAsnGlnLeuLeuIleAlalleLeuLeuAlaSerAlaCys 

• • • • . 

LeuValTyrCysThrGlnTyrValThrValPheTyxGIyValPro 

• • • • • 

ThrTrpLysAsnAlaTbrlleProIeuPheCysAlaThrArgAsn 

100 . . . 

ArgAspThrlrpGlyThrlleGlnCysLeuProAspAsnAspAsp 

• • • • • 

TyrGlnGluIleThrLeuAsnValTbrGIuAlaPheAspAlaXrp 

200 

AsnAsnThrValThrGluGlnAIalleGluAspValTrpEisLeu 

• » • • • 

PbeGluThrSerlleLysPxoCys ValLysLealhrProLeuCys 

300 

ValAIalletLyaCysSerSerTbrGluSerSerThrGlyAsnAsn 

• • • • • 

TbrThrSerLysSerThrSerThrThrThrThrThrProTlirAsp 

400 

GlnGluGlnGlurieSerGluAspTbTProCysAlaArgAlaAsD 

• • • • « 

A^nCysSerGlyLeuGlyGluGluGluTbrlleAsnCvaG InPbe 

• • • • 

AsnlletTbrGlyLeuGluArgAspLysLysLysGlnlyrAsnGlu 

500 • • • 

TbrTrpTyrSerLysAspValValCysGluThrAsnAsnSerTbr 



AsBGlnlbrGlnCysTyrHetAsnEisCysAsaXhrSerVallle 

. • 600 • • 

TbrGluSerCysAspLysEisIyrTrpAspAIalleArsPbeArg 



TyrCysAlaPr ProGlyTyrAlaLeuLeuArgCysAsnAspTbr 

^ 700 ' • 

AsnTyrSerGIyPbeAlaProAsnCysSerLysValValAlaSer 
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ThrCysThrArgMetMetGluThrGlnThrSerThrTrpPheGly • 

800 . • 

PhcAsaGlyThrArgAlaCluAsnArsTbrTyrlleTyrTrpHi* 

k 

. • • • 

GlyArgAspAsnArfiThrllelleSerLeuAsnLysTyrTyrAsn 

900 

LeuSer-LeuEi.sCysLysArgProGlyAsnLysTbrValLysCltt 

• • • • 

IleMetLeuMetSerGlyHiBValPheHisSerEisTyrGltjPro 

• - • • • 

IleAsnLysArgProArgGlnAlaTrpCysTrpPlieLysGlyLy* 

1000 

TrpLysAspAlaMetGlnGluValLysThrLeuAlaLysEisPro 

, • • • • 

ArgTyxArsGlyTbrAsnAspTbrArgAsnlleSerPheAlaAla 

1100 

ProGlyLysClySerAspProGloValAlaTyrMetlrpTbrAsn 

• • • • • 

CysArgGlyGluPbeLeuTyrCysAsnMetTbrTrpPbeLeuAsn 

. • 12u0 

TrpIleGluAsnLysTbrHisArgAsnTyrAlaProCysEisIl* 

• • « • • 

LysGlnllelleAsnTbrTrpHisLysValGlyArgAsnValTyr 

1300 

LeuProProArgGluGlyGluLeuSerCysAsnSerThrValTbr 

• • • • * 

SerllelleAlaAsnlleAspIrpGlxiAsnAsnAsnGlnTbrAsa 

• • • ♦ " 

lleTbrPbeSerAlaCluValAlaGluLeuTyrArgLeuGluLe* 

1400 » • • » 

GlyAspIyrLysLeuValGluIleTbrProIleGlyPbeAlaFr* 
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ThrLysGluLysArgTyrSerSerAlaHisGlyArgHisThrArg 
1500 

GlyVslPheValLeuGlyPheLeuGlyPheLeuAlaThrAlaGly 

• • • • * 

SerAlalletGlyAlaArgAlaSerLeuThrValSerAlaGlnSer 

1600 

ArsTlirLeuLeuAlaGlylleValGlnGlnGliiGlnGlnLeuLeu 

» • • • 

AspValValLxsArgGlnGInGluLeuLeuArgLeuThrValTrp 

. " 1700 

GlyThrLysAsttLeuGlnAlaArgValThrAlalleGluLysTyr 

• • • 

LeuGlnAspGlnAlaArgLeuAsnSerTrpGlyCysAlaPheArg 

' 1800 

GlnValCysHisThrThrValProTrpValAsnAspSerLeuAla 

• • • • 

ProAspTrpAspAsnMetThrTrpGlnGlttlrpGluLysGlnVal 

ArgTyrL'euGluAlaAsnireSerLysSerLeuGluGlnAlaGla 

1900 • • * 

lleGlnGlnCluLysAsBMetTyrGluLeuGlnLysLeuAsnSer 



TrpAspIlePheGlyAsnTrpPheAspLeuThrSerTrpValLys 
2000 

TyrlleGlnTyrGlyValLeuIlelleValAlaVallleAlaLett 

ArsIleVallleTyrValValGlnUetLeuSerArgLeuArgLy* 

2100 

GlyTyrArgProValPbeSerSerProProGlyTyxI^l 
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IleEislleKisLysAspArsClyGlnProAlaAsnGluGluThr 

. . 2200 

CluGluAspGlyGlySerABnClyClyAspArgTyrTrpProTrp 

. • • • • 

PToIleAlaTyrlleHisPheLettlleArgGlnLeuIleArgLeu 

. • • • 

LeuTlirArgLeuTyrSerlleCysArgAspLeaLeuSerArgSer 

2300 . • 

PheLeuThrLeuClnLenIleTyrGliiAsnLeoArsAspTrpLe« 

. • • • 

ArgLeuArgThrAlaPheLeoClnryrGlyCysGluIrpIleGln 

2400 . • 

GluAUPheGlaAlaAlaAlaArgAlaThrArgGluThtlettAla 

. • • • 

GlyAlaCysArgGlyLeuTrpArgValleuGlnApglleGlyArg 

, , 2500 

ClylleLeuAlaValProArgArglleApgGlaGlyAlaGlttlle 

• . • • • • • 

AlaLeuLea***GlyIhrAlaValSerAlaGlyArgteuIyrCltt 

» . • • • * • . ' ' 

2600 

TyrSerHetGluGlyProSerSerArgLysGlyGlulysPheVal 



GlnAlaTbrLysTyrGly 
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35 - Acide nucleique selon I'une quelcongue des 
revendications 28 a 34, caract6ris6 en ce qu'il est forme 
d*un acide nucleique recombinant, comprenant un acide 
nucleique provenant d*un vecteur, dans lequel le susdit 
ADNc ou partie d'ADNc se trouve insure. 

36 - Acide nucleique recombinant selon la reven- 
dication 35, caracterise en ce qu'il est marque. 

37 - Procede de detection d'un retrovirus HIV-2 ou 
de son ARN dans un liquide ou tissu biologique, notamment 
en vue du diagnostic in vitro chez I'homme de la potentia- 
lity ou de 1' existence d'un SLA ou d ' un SIDA, caracteris^ 
par la mise en contact des acides nucleiques contenus dans 
ce liquide ou tissu biologique avec une sonde contenant un 
acide nucleique selon I'une quelconque des revendications 
28 a 36 dans des conditions d' hybridation stringentes, 
pendant le temps n6cessaire k la realisation de cette 
hybridation, le lavage de I'hybride forme, avec une 
solution assurant la conservation de ces conditions 
stringentes, et la detection de I'hybride forme. 

38 - Procede de production d'un retrovirus HIV-2, 
caracteris6 par la culture dans des lymphocytes T4 humains 
ou dans des lign6es cellulaires permanentes deriv6es de 
lymphocytes T4 et portant le phenotype T4, ces lymphocytes 
ou ces lignees ayant prealablement 6t6 infect6s avec un 
isolat — de — virus — HI-V-2-s — et — notamment— lorsquele-niveau 
d' activity de la transcriptase inverse (ou reverse-trans- 
criptase) a atteint un seuil determine, par la recupera- 
tion et la purification de quantites de virus liberies 
dans le milieu de culture de ces lymphocytes ou lignees, 
notamment par centrifugation dif f 6rentielle dans un gra- 
dient de sucrose ou de mStrizamide. 

39 - Procede pour la production d'antigdnes spe- 
cif iques de HIV-2, retrovirus caracteris6 par la lyse, 
notamment k I'aide de detergents, tels que le SDS (par 
exemple SDS 4 0,1 % dans un tampon RIPA) et la recupera- 
tion du lysat contenant lesdits antigSnes, 
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40 - Procedi de fabrication de l*une des prot^ines 
sus-definies (p12, pi 6 ou p26) ou d'une proteine ayant la 
structure de gp140, ou de parties determin^es de ces pro- 
twines, ce precede 6tant caracterise par 1' insertion de la 
sequence d'acide nucleique correspondante dans un vecteur 
susceptible de transformer un hdte cellulaire choisi et de 
permettre 1* expression d'un insWrat contenu dans ce vec- 
teur, par la transformation de cet hdte choisi par ledit 
vecteur contenant ladite sequence nucleique, par la cul- 
ture de I'hdte cellulaire transforme et par la recupe- 
ration et la purification de la proteine exprimee. 

41 - Proc4d6 de production d'une sonde d* hybrida- 
tion pour la detection d'un ARN de retrovirus HIVr2, ca- 
racteris6 par 1* insertion d'une sequence d'ADN, notamment 
selon I'une quelconque des revendications 27 35 dans un 
vecteur de clonage par recombinaison jji vitro , par le 
clonage du vecteur modifie obtenu dans un b6te cellulaire 
competent et par la recuperation des ADN-recombinants 
obtenus , 
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